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RESUMEN

Las células madre neurales adultas (NSCs), se han propuesto como candidatas para su uso en
terapia celular en el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central. Cuando las
NSCs se crecen in vitro forman unos agregados no adherentes denominados neuroesferas. Estos
agregados son capaces de diferenciarse a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos cuando se
eliminan los factores de crecimiento del medio de cultivo y es en esta capacidad de
diferenciacidon en la que se basa su efecto terapéutico. A partir de biopsias cerebrales que
nuestro grupo en colaboracién con un Servicio de Neurocirugia del hospital Vall d’Hebron
(Barcelona), ha realizado a pacientes, se ha conseguido obtener neuroesferas, pero no un
numero significativo debido a su baja capacidad de proliferacion y por tanto, por su expansion
limitada.

En este estudio se modificaron las NSCs de ratén mediante la tecnologia del c-mycER™"
Este transgén genera una proteina de fusién que estimularia la proliferacién celular (de manera
c- myc dependiente) en presencia de 4-hidroxi-tamoxifeno (droga sintética), favoreciendo la
rapida expansiéon en cultivo de estas células. Esto ha sido demostrado en células NSCs
embrionarias, linea CHO y fibroblastos, pero no en NSCs adultas. Nuestro trabajo muestra un
aumento de la proliferacion celular a las dosis utilizadas, sin cambios en la auto-renovacién, que

aumentaron en pases subsiguientes, lo que supondria un avance en la preparacidon de NSCs

de un mismo paciente para un posible tratamiento en el futuro.

Palabras clave: terapia celular, SNC, transfeccidn, tamoxifeno, c-myc, NSC adultas, p53, cultivo.



ABSTRACT

Adult neural stem cells (NSCs) have been proposed as candidates for use in cell therapy to
treat degenerative diseases of the central nervous system. When the NSCs are grown in vitro
form cell aggregates or clones called neurospheres. These aggregates are capable of
differentiating into neurons, astrocytes, and oligodendrocytes upon removing growth factors
from the culture medium. This capability of differentiation is the base of their therapeutic
effect. Our group, in cooperation with the Neurosurgery department from the Vall d’Hebron
hospital, collected brain biopsies, from patients, and although we were able to obtain
neurospheres, we could not reach a significant number of cells, due to its low proliferative
capacity and, therefore their limited expansion.

In this study, NSCs were modified by the technology of c-mycER™"

. This transgene

produces a fusion protein that stimulates cell proliferation (in a c-myc dependent manner) in the
presence of 4-hydroxy-tamoxifen (synthetic drug), facilitating the rapid expansion in culture of
these cells. This has been demonstrated in embryonic NSCs cells, CHO and fibroblasts, but not in
adult NSCs. Our work shows an increase in cell proliferation at the doses used, which increased
in subsequent passes, with no change in the self-renewal. Our results imply a step forward in the

optimization of NSCs expansion, which would be useful in the case of a possible future

treatment.

Key words: cell therapy, SNC, transfection, tamoxifen, c-myc, adult NSC, p53, culture.
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I. INTRODUCCION

1.1. Neurogénesis y neurorregeneracion.

La neurogénesis fue descrita por primera vez en 1962 por Joseph Altman (Altman, J., 1962). Se
trata de un proceso que incluye la division celular, migracién y diferenciacion de células madre
neurales (NSCs), células multipotenciales capaces de dividirse y diferenciarse a los diversos tipos
celulares neurales, incluidas neuronas. La neurogénesis, no solo ocurre en el desarrollo
embrionario de mamiferos, también se ha visto que ocurre en la edad adulta, incluida la especie
humana (Eriksson et al., 1998). Pero en el cerebro adulto de mamifero, en concreto en ratén,
esta restringida a dos zonas: el giro dentado del hipocampo (Gage, 2000; Kempermann and Gage,
2000) y la zona subventricular (SVZ) como se puede observar en la figural (Doetsch et al., 1997,
Doetsch et al., 1999). La neurogénesis espontanea en el humano adulto es muy baja y se
considera que es practicamente inexistente en la SVZ adulta, a diferencia de lo que ocurre en el

raton (Spalding et al., 2013).
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Figura 1. Esquema del cerebro de ratdn adulto donde aparece la SVZ (linea rosa), el bulbo olfatorio (OB) a
la izquierda y el cerebelo en la derecha. En el centro el neocortex, el ventriculo lateral y el corpus callosum.
Las neuronas inmaduras se alinean en cadenas (lineas verdes) y se desplazan hacia el OB (Ziegler et al.,

2014).

La neurorregeneracion es el proceso de recuperacion del nimero de células y/o de
las conexiones neuronales perdidas tras dafo. Requiere que se cumplan una serie de

complejos procesos. En primer lugar la neurona dafiada debe ser capaz de sobrevivir y el axén



dafiado debe ser capaz de extenderse y volver a establecer las conexiones con las neuronas
vecinas. Una vez este contacto se ha restablecido el axén debe remielinizarse y se deben
formar sinapsis funcionales (Horner y Gage, 2000). Para conseguir este objetivo se han

desarrollado numerosas estrategias entre las que estd la terapia celular (Horner y Gage, 2000).

Puesto que el objetivo final de los tratamientos regenerativos para las enfermedades
neurodegenerativas es el de reparar los tejidos neuronales dafiados (Nam et al., 2015), las NSC
han sido propuestas como una fuente de precursores neuronales para su uso en trasplantes en
varias enfermedades del SNC, como es el caso de la esclerosis multiple donde ejercen una

accion neuroprotectora (Pluchino et al., 2003).

Las NSCs se consideran una poblacion de células quiescentes, indiferenciadas con
capacidad de ser activadas por agentes ambientales o por estimulos epigenéticos. Ademas son
células altamente plasticas. Esta plasticidad les permite migrar y diferenciarse en las células que
conforman los tejidos neurales de interés. (Bez et al., 2003). Estas células son capaces de
diferenciarse a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos e integrarse en los circuitos neuronales
del hospedador reemplazando a las neuronas dafiadas (Hongwei et al., 2010).

Sin embargo la poblaciéon endégena de células madre neurales es de tan escasa proporcidn
que su activacién en caso de lesidn no se deriva en ninglin cambio clinico o mejoria objetivable.
Por tanto, primero se hace necesario aislar y expandir de forma eficaz las NSC in vitro (Nam et
al., 2015). A este respecto, la expansion in vitro de las NSCs humanas con el objetivo de adquirir
la cantidad necesaria para su trasplante es un proceso necesario pero a la vez complejo debido a
que las células adultas poseen una capacidad proliferativa y de auto- renovacién muy limitada
(resultados no publicados Vidal-Jorge et al., 2015 ). Cuando las NSC se expanden in vitro forman
unos agregados en suspensién (no adherentes) denominados neuroesferas (Reynolds y Weiss,
1992). Las neuroesferas estdan compuestas por una mezcla heterogénea de NSC, células
progenitoras neuronales (NPC) y glia y neuronas post-mitéticas (Jensen y Parmar, 2006). Las NSC
gue se encuentran formando las neuroesferas son capaces de diferenciarse a células maduras
(neuronas, oligodendrocitos, astrocitos) cuando se eliminan los factores de crecimiento del medio

de cultivo (Reynolds y Weiss, 1996).



Figura 2. NF en cultivo (propias).

El cultivo de neuroesferas (Figura 3) estd considerado un importante modelo in vitro
para estudiar los procesos de desarrollo neuronales, ya que de esta manera se puede evaluar la
proliferacién’, potencial de diferenciacién celular y la capacidad de auto-renovacién’ (Jensen y
Parmar, 2006). Al tratarse de cultivos en suspensién permiten ademds la expansion in vitro a

gran escala para la busqueda de farmacos y terapia celular (Sun et al., 2011).
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Figura 3. Representacion esquemdtica del cultivo de neuroesferas in vitro (Revisado enGil-Perotin et al.,

2014).

! La autorrenovacion es la capacidad de una célula para generar un clon. En el caso de las NF se define como la
capacidad que presenta una NSC para generar subclones de NF. Esta caracteristica es un indicador del mantenimiento
de la condicidon de célula madre (revisado en Gil-Perotin et al., 2014).

’la proliferacion se define como la capacidad mitdtica o de division de manera que un incremento en el tamafio de

la NF se correlaciona con una mayor proliferacién (Silvestroff et al., 2013).



Sin embargo, el cultivo de neuroesferas también presenta una serie de desventajas.
(Revisado en Gil-Perotin et al., 2014).
La estructura tridimensional de las NF no permite una organizacion espacial tal y como se
encontraria en los nichos originales y, ademas, no todas las NF estan formadas Unicamente por
células madre neuronales. (Louis et al., 2008). Sin embargo hay que tener presente que este
método permite el estudio de las NSC in vitro, por tanto es posible que tengan capacidad de
diferenciacidn in vitro pero que in vivo no se comporten de la misma forma. (Jensen y parmar,

2006)

1.2. Terapia celular en enfermedades del SNC.

Las enfermedades que afectan al SNC son causa de discapacidad a largo plazo debido a que las
neuronas no son capaces de regenerar las conexiones axonales y dendriticas perdidas tras un
dafio. Por tanto, la lesion en el SNC produce no sdélo una ruptura de las comunicaciones entre las
neuronas sanas, sino también una cascada de eventos que desencadenan una degeneracién y
muerte neuronal (Horner y Gage, 2000). La incapacidad de regeneracidn de las neuronas del SNC
se atribuye no sdlo a una incapacidad de las neuronas para responder a un dafio sino también a
la presencia de factores de sefializacion que son inhibidores del crecimiento axonal.
(Chuckowree et al., 2004)

Las enfermedades cerebrovasculares, neurodegenerativas y/o neuroinflamatorias que
afectan al SNC (ictus, Alzheimer, Parkinson o esclerosis multiple, entre otras) aunque difieren en
su etiopatogenia, comparten una serie de mecanismos que dan lugar a una alteracién en las
funciones neuronales y finalmente, a la muerte celular que ocurre de forma lenta y progresiva
(Carletti et al., 2011; Gincberg et al., 2012). Entre esos mecanismos se encuentra la activacién
crénica del sistema inmune (principalmente de la microglia, macréfagos residentes del SNC), que
empeora la situacién por liberacién de citoquinas proinflamatorias y aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

Entre estos procesos lesivos del SNC, La esclerosis multiple (MS) es una enfermedad
autoinmune en la que los linfocitos T especificos para los antigenos de mielina desencadenan
una reaccion inflamatoria en el SNC que finalmente da lugar a una desmielinizacién y
secundariamente un dafio axonal (Gold et al., 2006). Su tratamiento es fundamentalmente
frenador de la enfermedad, pero una vez se ha establecido un dafio neuronal permanente, no
existe tratamiento restaurador de la funcién. En el terreno de la investigacion con animales
hay algunos resultados prometedores. Por ejemplo la inyeccidon de neuroesferas (intratecal o
intravenosa) en un ratdn con EAE (encefalomielitis experimental autoinmune), modelo animal de

esclerosis multiple, mostré que las células derivadas de los precursores neurales estaban
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localizadas proximas a los axones desmielinizados o en proceso de remielinizacion activa.
Debido a que los oligodendrocitos son capaces de llevar a cabo los procesos de remielinizacion
se piensa que los precursores neurales podrian haberse diferenciado in situ a células
formadoras de mielina, aunque también se observo diferenciacion a astrocitos. Lo que se pudo
confirmar es la reduccién visible de las cicatrices de la glia, caracteristicas de esta enfermedad.
También se vio que la mejor via de administracion era la intravenosa, evitando asi otras vias de
administracion mas invasivas (Pluchino et al., 2003).

También se ha visto que en ciertas patologias como el Alzheimer, el trasplante de
NSC produce efectos beneficiosos incrementando los niveles de BDNF (factor neurotrdpico
derivado de cerebro) aumentando asi la densidad sindptica y produciendo una mejora de la
enfermedad sin llegar a demostrarse la diferenciacion de las NSCs a astrocitos, oligodendrocitos
o neuronas (Blurton-Jones et al., 2009). En el caso del ictus tras la inyeccidn intravenosa de NSCs
24 h después de una isquemia cerebral se ha observado una recuperacién neuroldgica en ratas.
Las NSCs son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica lesionada tras la isquemia y por
tanto, de anidar en el parénquima. Alli se diferencian tanto a astrocitos como a neuronas (Cheng
etal., 2015).

TAM

1.3. Tecnologia ER "". Aplicacion para aumento de la expresién de c-Myc y potencial

terapéutico.

™M se basa en fusionar el receptor de estrégenos murino modificado a un gen

La tecnologia ER
para que regule su expresidn. La modificacion del receptor (mediante mutagénesis dirigida,
mutacion que hace que la proteina que se obtiene contenga en la posicidon 525 una sustitucién de
Gly por Arg, Figura 4) determina que este receptor solo se active en presencia del esteroide
sintético Tamoxifeno, siendo insensible a los estrégenos de sintesis propia (Littlewood et al.,
1995).

Dado que la produccidn enddégena de NSC es muy reducida y una vez se consiguen

cultivos de NF a partir de muestras preoperatorias humanas adultas, su expansidon es muy

limitada (no publicado Vidal-Jorge et al., 2015) y con el objetivo de aumentar la proliferacién

TAM

celular de las NSC en cultivo, se ha empleado la tecnologia c-mycER ™" (Stevanato et al., 2009).

TAM

La tecnologia c-mycER ™" se basa en la obtencién de una proteina de fusién que se consigue

mediante la unién del gen cmyc (oncogen) al ER™Y (Littlewood et al., 1995).
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Figura 4. Construccion de c-m chRTAM (Littlewood et al., 1995).

El C-MYC es un oncogen de la familia de genes MYC que juega un papel fundamental
en los procesos de proliferacion celular. Cuando se activa, en presencia de factores de
crecimiento, da lugar a un factor de transcripcion, c-myc, que regula la expresion de otros genes
con aumento de la duplicacién celular, y por ello una alteracidon de su expresidén esta asociada
con la aparicion de tumores (Dunny Cowling, 2015).

Una de las principales ventajas de la utilizacidn de este plasmido es que su expresion,
relativamente rdpida y reversible, esta altamente controlada por la presencia en el medio del
4-hidroxitamoxifeno (4-OHT) (figura 4) y ademas se afiade en concentraciones que distan de
ser letales para la célula ya que estan por debajo de 1uM. Ademas se ha comprobado que con
este plasmido se generan lineas de NSC genéticamente estables, sin modificaciones en su
fenotipo que las hagan susceptibles de generar tumores (Pollock et al., 2006). El 4-OHT se trata
de un metabolito derivado del antiestrégeno tamoxifeno, molécula que ejerce su accién

compitiendo con los estréogenos por su receptor (Mahfoudi et al., 1995).

Cuando el 4-Hidroxitamoxifeno se afiade al medio de cultivo, se une al receptor
murino modificado provocando la dimerizacién de la proteina de fusién y permitiendo que
adquiera su conformacién activa, traslocandose al nucleo donde el c-myc ejerce su funcién

como factor de transcripcion (Ming et al., 1999; Stevanato et al., 2009).

OH
CHy ‘ Xy "CHs HC™ O CHy
HaG "0 o ™>Nch,

Figura 5. Estructura molecular del 4-OHT a la izquierda y del tamoxifeno a la derecha (Datasheet de

sigma-aldrich).



Il.  OBIJETIVOS E HIPOTESIS

Obtener un mejor rendimiento de las biopsias cerebrales de pacientes humanos

adultos, mediante la modificacién genética de las NSCs humanas por transfeccién no viral con

TAM

el gen modificado c-myc-ER ™, que permita establecer un modelo estable y reproducible para

el estudio y tratamiento de diferentes patologias del SNC.



lll. MATERIAL Y METODOS

3.1. Obtencidon de neuroesferas de ratdn transfectadas con el plasmido episomal PCEP4-c-

mycER™

3.1.1. Establecimiento del cultivo primario de neuroesferas.

Se emplearon tres ratones de la cepa C57, black (B6), de 4 semanas de edad, machos. Los
ratones se anestesiaron y se eutanasiaron por dislocacidn cervical. Los cerebros se extrajeron y
se mantuvieron en tampdn fosfato salino (PBS) (Gibco, Waltham, MA, Estados Unidos) frio (42C).
Primero con unas pinzas se separd el craneo del cerebro y una vez obtenido el cerebro se
depositd en una placa de silicona con PBS frio donde se diseccioné para obtener la SVZ.

Una vez se obtuvo la SVZ se pasé a una placa con Dulbecco’s modified Eagle's
medium (DMEM) (Gibco). Ambas placas se mantuvieron en hielo. La SVZ se troceé en campana
de flujo laminar en la sala de cultivos empleando un escarpelo estéril. Para disgregar el tejido
enzimaticamente se empled una solucidn de papaina (14 mg de papaina) (Worthington
Lakewood, NJ, Estados Unidos); 2,7 mg de L-cisteina (Sigma, St.Louis, MO, Estados Unidos); 2,7
mg de Acido etildiaminotetraacético (EDTA) (Sigma) y 15 mL de Earle's Balanced Salt Solution
(EBSS) (Gibco) que se afiadié 30 minutos antes de usar la solucidn. Pasado este tiempo se
procedido a centrifugar 5 minutos a una fuerza de centrifugacion relativa (rcf) de 600. El
sobrenadante se elimind y el pellet se resuspendié en 1ImL de medio de cultivo control al que se
le afiadid heparina, albumina de suero bovino (BSA) (sigma) y factores de crecimiento
epidérmico (EGF) y fibroblastico (FGF) (Sigma) dando lugar asi al medio de cultivo completo

(Tablal).



Tabla 1. Componentes del medio de cultivo.

COMPONENTES .
VOLUMENES CASA COMERCIAL
(Medio completo)
DMEM-F12 41,5mL Gibco
GLUCOSA 1mL Panreac, Barcelona, Espafia
NaHCO; 0,75 mL Gibco
HEPES 0,25 mL Sigma
L-GLUTAMINA 0,5mL Gibco
HORMONE-MIX 5mL (Preparado)
ANTIBIOTICO/ANTIMICOTICO 1mL Gibco
BSA 200 mg Sigma
HEPARINA 0,1 mL Sigma
FGF 20 uL Sigma

Invitrogen, Walthman, MA,
EGF 10 pL
Estados Unidos

Posteriormente se aspird el sobrenadante y se disgregdé mecdnicamente el tejido
usando una pipeta Pasteur de vidrio con la punta previamente estrechada a la llama. A
continuacidn la suspensidn celular se filtrd a través de un cell strainer de 70nm (Falcon, Corning,
NY, Estados Unidos) para eliminar restos de mielina, se afadieron nuevamente 5mL medio
control y se centrifugd durante 10 min a 600 rcf. El sedimento se resuspendié en 3 mL de medio
completo (Tabla 1) y se sembrd en una placa de 6 pocillos. Las células se mantuvieron en un

incubador a 372C con una atmadsfera de CO2 del 5%

3.1.2. Mantenimiento y expansion

Aproximadamente a los 6-7 dias tras el cultivo primario, las neuroesferas alcanzan un tamafio
adecuado para el pase. El tamano de las neuroesferas es critico a la hora de expandir un
cultivo de NSCs. Si el tamafio es demasiado grande los nutrientes no llegaran a las células del
centro de la esfera y éstas moriran, disminuyendo el nimero de células viables. Por otro lado, si
las esferas son demasiado pequefias conseguiremos mantener el cultivo, pero no expandirlo. Para
el subcultivo las neuroesferas se recolectaron y se centrifugaron durante 5 min a 600 rcf.

Se eliminé el sobrenadante y las neuroesferas se disgregaron enzimaticamente, utilizando

acutasa (Sigma) (5 min a 379C), asociada a disgregacidn mecdnica con la pipeta.
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Las células viables se contaron en una cdmara Neubauer usando azul tripan (Sigma) al 0,1 % en
suero salino para identificar las células muertas (que son las que captan el azul), y se sembraron

en medio completo a una densidad de expansidn apropiada (75.000 células/ml).

3.1.3. Modificacidén genética y crecimiento celular

3.1.3.1.Plasmido

Se obtuvo el plasmido de DNA (KPNI-cmycERTAM-Hindlll; GeneScript, EEUU) que contiene la

secuencia cmyc-ER™V

y se clond en el vector pCEP4 (Invitrogen), vector episomal, que contiene
el gen de resistencia a la higromicina B. Se realizd la comprobacion de las secuencias de ADN
mediante secuenciacidon Sanger de manera automatica en el servicio de secuenciacién de la

Universidad de Valencia.

3.1.3.2. Transfeccion

El DNA plasmidico se transfectd en las células madre neuronales de ratéon adulto por
electroporacion usando el kit de transfeccién Nucleofector Kit Mouse Neural Stem Cells (mNSC)
(Lonza, Walkersville, MD, Estados Unidos). Las condiciones de electroporacion fueron las
siguientes: 20.000 cells, 2 ug de DNA y 100 ul de Mouse Neural Stem Cells nucleofection
solution. Pasadas las 48h post-transfeccion se afiadieron las diferentes dosis de 4-OHT (50Nm,

100nM y 250nM en funcién del ensayo) y factores de crecimiento. Cada dos dias, % partes del
medio se reemplazaron por medio nuevo, suplementado con la dosis correspondiente de 4-
OHT. A los 7 dias post-transfeccion las células se pasaron y sembraron a la misma densidad de

clonaje.

3.1.4. Expresion del plasmido. Purificacion, PCR y Electroforesis

3.1.4.1. Aislamiento de RNA

Para comprobar que las células habian incorporado el plasmido se realiz6 una PCR empleando la
transcriptasa reversa (RT-PCR) del RNA extraido de las neuroesferas control (CT) electroporadas.
Para la extracciéon del RNA se empled el kit RNeasy Micro Kit (50) (Qiagen, Valencia, CA, Estados

Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Una vez extraido el RNA se midid su concentraciéon empleando el espectofotometro NanoDrop

(NanoDrop Technologies, Wilmington, Estados Unidos).

3.1.4.2.RT-PCR. Sintesis de cDNA (DNA complementario) y PCR

El paso de RNA a cDNA se llevd a cabo empleando el kit Superscript Il RT (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez se obtuvo el cDNA se empleé como molde
para la PCR empleando los cebadores2-8 y 4-10 (Figura 6) con una Tm = 642C y realizando 35

ciclos.

Figura 6. Esquema de los cebadores empleados en la PCR.

3.1.4.3. Electroforesis

El analisis electroforético del cDNA se llevd a cabo en gel de agarosa 1%. Se preparé afiadiendo
50mL de un tampdn formado por Tris, Borato y EDTA (TBE) 0,5x, 500mg de agarosa y 5ul de
bromuro de etidio. La mezcla se depositd en el molde con el peine durante 45 minutos. Pasado
este tiempo se colocd el gel en una cubeta que contenia TBE 1x y se aplicaron 110 mV durante

45 minutos.

3.1.5. Sensibilidad de las células al 4-OHT

Se evalud la toxicidad del 4-OHT a diferentes dosis (50nM, 100nM, 250nM) tal y como se

describe en el siguiente apartado (3.2.2)

3.2. Amplificacidon por induccion de la expresidon de c-myc mediada por la adicion de 4 -hidroxi-

tamoxifeno. Estudio de expresion.

3.2.1. Ensayo de proliferacion

Se evaluaron y los efectos del 4- OHT a una concentracion de 100nM durante 7 dias in vitro (DIV)

en células transfectadas con el plasmido.
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La proliferacion celular se evalué mediante:

1) Estudio de la proliferacion celular mediante el ensayo colorimétrico XTT (cell
proliferation kit 1l (XTT), Roche Applied Science, Penzberg, Upper Bavaria, Alemania).
Este ensayo consiste en la adicion de sal de tetrazolio (XTT) a los cultivos celulares. La
sal de tetrazolio XTT, es convertida a una sal formazan por la actividad succinato-
tetrazolio reductasa, la cual es activa sdlo en células viables, por tanto, a mayor color,
mas células viables. Las células se sembraron a una concentracién de 15.000 cells/mL
en una placa de 96 pocillos y tras 7 DIV se realizd el ensayo XTT, siguiendo las
indicaciones de la casa comercial.

2) Cuantificacién del nimero y tamafio de las neuroesferas por condicion a diferentes
DIV. Se ha utilizado un microscopio de campo claro invertido para capturar 5 campos a
una magnificacion de 10X los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 de cultivo a DIV1, DIV2, DIV3, DIVS5,
DIV6 y DIV7. Se han analizado DIV1y DIV7.

Las imagenes obtenidas se exportaron al programa de analisis de imagenes Imagel
1.47v (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EEUU) y el nimero de células en cada

imagen se calculd con el Pluggin Cell Counter (Kurt De Vos, http://rsb.info.nih.gov/ii/plugins/cell-

counter.htmlL). El tamafio de las neuroesferas se analizé utilizando el mismo programa. Se calibré
empleando la cdmara Neubauer como referencia puesto que sus dimensiones son conocidas.
Se trazd una linea recta sobre uno de los cuadrantes que componen la cdmara y se obtuvo la
distancia en pixeles con la herramienta Analyze y Set Scale. Una vez calibrado se analizaron las

areas de las NF trazando una linea alrededor de cada NF, con la opcién de forma poligonal.

3.2.2. Seleccidn de células transfectadas mediante higromicina

Debido a que el plasmido presentaba resistencia a la higromicina, se hicieron ensayos de
seleccidn con este antibiodtico, en sucesivos pases, de las células transfectadas. Brevemente, a
partir de las placas con las células transfectadas se hizo un pase. Pasadas 24 horas se afadio el

4-hidroxi-tamoxifeno y la higromicina. Cada 48 h se cambié la mitad del medio y se afadi6 la
mitad reponiendo el tamoxifeno y la higromicina. 24h después del primer pase se afiadié 4- OHT

y 100 pg/mL de higromicina.
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3.3. Estudio fenotipico de las células. Capacidad de diferenciacion.

Para la diferenciacion de las células madre neuronales se empled una chamber-slide
(portaobjetos con pocillos) que previamente fue tratada con Poly-D-lysina (PDL) (Sigma) vy
laminina (Sigma). Se afiadieron 300 ul de PDL a una concentracion de
1mg/mL en cada pocillo de cada chamber-slide y se dej6 el incubador 24h. Pasado este tiempo se
elimind la PDL haciendo un lavado con H,0 estéril, se dejo secar la chamber-slide, se cubrié con
laminina (1:100) en PBS y se dejd durante dos horas en el incubador evitando que se secaran. A
continuacién se quitd la laminina y se dejé con DMEM-F12 en campana hasta el momento de
sembrar las células. Para sembrar las células, en primer lugar se recogieron las euroesferas, y se
procesaron tal y como queda explicado en el apartado 3.1.2

A continuacién se anadid 800ul de medio control y se contd el numero de células
para sembrar 100.000 células/cm?. Puesto que los pocillos de la chamber-slide tienen una
superficie de 0,7cm? se deberia sembrar 70.000 células/pocillo de chamber-slide. El medio de
diferenciacidon que se afiadié al sembrar las células en la chamber-slide estaba compuesto por
medio control + 1,5% de suero fetal bovino (FBS) inactivo (Sigma) y suplementado con 10 ng/mL
de FGF y heparina (volumen acorde con el volumen preparado). Se sembraron dos pocillos por
condicidn, conteniendo cada uno de ellos 100 pl de la suspensidn celular y 200 pl del medio de
diferenciacion. Pasados tres dias el medio de diferenciacidn se elimind, evitando que se secaran

los pocillos, y se afiadié medio control + 1,5% de FBS inactivado (con calor).

3.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con la herramienta PruebaT del Excel (Microsoft, Excel 2007)
para calcular el p-valor. También se analiz6 la desviacién estandar y el error estandar de la
media. Posteriormente se comprobaron los célculos con el software GraphPad Prism version 6.0

para Windows (GraphPad Software, La Jolla, California USA, www.graphpad.com)
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IV. RESULTADOS

4.1. Obtencidn de neuroesferas de ratdn transfectadas con el plasmido episomal PCEP4- c-

mycER™

4.1.1. RT-PCR
Mediante la visualizacién del gel se pudo comprobar la expresidén del plasmido en las
células analizadas (figura 7). La expresién del plasmido estd ocurriendo, sin embargo se

desconoce si se estd produciendo la dimerizacién y la traslocacién al nucleo de c-myc

MP CT Ci C2

700 kb—»

300 kb—»

Figura 7. Gel de electroforesis que demuestra la presencia del pldsmido en la célula. La primera calle se
corresponde con el marcador de pesos moleculares (MP), la sequnda con el control negativo (CT), la

tercera con los cebadores 2 y 8 (C1) y la cuarta con los cebadores 4y 10 (C2).
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4.1.2. Toxicidad de las células debida a 4-OHT.

Se comprobd, mediante ensayo XTT (Tabla 2) (Figura 8), el efecto del 4-OHT a diferentes dosis
(50nM, 100nM y 250 nM) en células no transfectadas para determinar si el 4-OHT por si mismo

era capaz de afectar significativamente al nUmero de células.

Tabla 2. Media de las ABS con respecto a cada condicidn de células sin electroporar.

MUESTRA MEDIA ABS,q ‘
cT 0,4559 + 0,0102
CT+50nM 4-OHT 0,5643 +0,0127
CT+100nM 4-OHT 0,4690 + 0,0187
CT+250nM 4-OHT 0,5212 +0,0292
0,70 -
0,60 - *
0,50 -
0,40 -
)
]
<
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 -

CcT CT+50nM 4-OHT CT+100nM 4-OHT CT+250nM 4-OHT

Figura 8. Ensayo XTT que muestra la sensibilidad de las células no electroporadas a la presencia de 4- OHT

en el medio a diferentes concentraciones. El asterisco indica que ese valor es estadisticamente significativo.

Tomando como referencia el control sin 4-OHT, se vio que habia un aumento significativo de la
proliferaciéon (p-valor= 0,0015) al poner 4-OHT en las células sin electroporar en el caso de la
dosis de 50nM. Sin embargo a 100nM y 250nM no se vio dicho aumento. Lo que no se observo
en ningun caso es una toxicidad que conllevase una disminucion del nimero de células.

Para ajustarse mas a las condiciones reales del experimento, se decidid hacer un
ensayo XTT con las células electroporadas tratadas con diferentes concentraciones de 4-OHT

(50nM, 100nM y 250nM) (Tabla 3) (Figura 9). Se observd una tendencia a un mayor nimero



de células (viabilidad) en las dosis de 50 y 100nM, pero no se alcanzd la significacidon

estadistica. Tampoco en este caso hubo una toxicidad respecto al control.

Tabla 3. Media de las ABS con respecto a cada condicion de células electroporadas.
CONDICION MEDIA ABS ;4

CT ELECTRO 0,4874 + 0,0662

ELECTRO+50nM 4-OHT 0,5190+0,0330

ELECRTRO+100nM 4-OHT 0,5984 +0,0180

ELECTRO+250nM 4-OHT 0,4716 +0,0290

ABS

CTELECTRO  ELECTRO+50nM ELECTRO+100nM ELECTRO+250nM
4-OHT 4-OHT 4-OHT

Figura 9. Ensayo XTT que muestra la sensibilidad de las células electroporadas a la presencia de 4-OHT en el

medio a diferentes concentraciones.

En base a estos resultados, de ausencia de toxicidad, en la literatura existente, y
observando un efecto a 50-100 nM en las muestras electroporadas (aunque no significativo), se

decidid utilizar la concentracién 100 nM en los ensayos subsiguientes.

4.2. Amplificacion por induccidn de la expresion de c-myc mediada por la adiciéon de 4-hidroxi-

tamoxifeno. Estudio de expresion.

Se realizaron dos ensayos para determinar la proliferacién celular de las células transfectadas
con el plasmido asi como su capacidad de auto-renovacion. La proliferacién se determiné

mediante ensayos XTT y midiendo el area de las neuroesferas (directamente proporcional al



nuimero de células) mientras que para medir la capacidad de auto-renovacién se contabilizé el
n2 de neuroesferas.
El crecimiento en los DIV 1, 2, 3, 4, 7 de todas las condiciones quedo registrado mediante

fotografias siendo las mas representativas las recogidas en las figuras 10y 11.

DIV1 DIV 2 DIV 3 DIV 4 DIV 7

cT

CcT
+100 nM
4-OHT

CT
Electro

Electro

Figura 10. Seleccion de imdgenes, del primer ensayo, de las NF en diferentes DIV y de las diferentes

concentraciones.
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Figura 11. Seleccion de imdgenes, del segundo ensayo, de las NF en diferentes DIV y de las diferentes

concentraciones.

4.2.1. Proliferacion

La proliferacion celular se evalué con dos ensayos consecutivos e independientes, mediante XTT
(Tabla 4) (Figura 12) y midiendo el area de las neuroesferas (Tabla 5) (Figura 13) a DIV 7 de
controles electroporados sin 4-OHT comparando con células electroporadas a las que se anadio

4-OHT a dias alternos a dosis de 100 nM.

Tabla 4. Media de las absorbancias para los dos ensayos por separado y en conjunto.

. MEDIA ABS PRIMER MEDIA ABS MEDIA ABS AMBOS
CONDICION
ENSAYO SEGUNDO ENSAYO ENSAYOS
CT ELECTRO 0,3560 + 0,0260 0,3393 + 0,0269 0,3480 +0,0245
ELECTRO+100nM 4-
OHT 0,3590 + 0,0545 0,3233 +0,0211 0,3410 + 0,0394
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Figura 12. ABS del primer y segundo ensayo medido en ensayo XTT para las condiciones control

electroporado y electroporado +100nM 4-OHT y de ambos ensayos en conjunto.

En ambos ensayos, no hubo diferencias significativas en cuanto a la viabilidad mediante XTT a la

dosis estudiada (p-valor=0,819)

A continuacién, se quiso comprobar si las neuroesferas eran mas grandes (mayor area) lo que de
forma indirecta suponia un aumento de la proliferacion, para tener en cuenta Unicamente las
neuroesferas y no las células individuales que podrian artefactar el resultado. Se midio el drea de
todas las neuroesferas a dia DIV 7 (sumatorio en pm?) con el programa ImageJ y se ajusté el valor
al nimero de neuroesferas total para obtener el valor medio de area por neuroesfera. (Tabla 5)

(Figura 13).

Tabla 5. Media de las dreas para los dos ensayos por separado y en conjunto.

MEDIA DE LAS AREAS  MEDIA DE LAS AREAS  MEDIA DE LAS AREAS

CONDICIONES (um?) DEL PRIMER (um?) DEL SEGUNDO (um?) DE AMBOS
ENSAYO ENSAYO ENSAYOS
CT ELECTRO 252,41 + 24,80 358,06 + 56,02 305,24 + 31,21
ELECTRO+100nM 4-
OHT 340,42 + 21,10 365,88 + 59,46 353,15 * 30,55
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Figura 13. Valores de las dreas de los dos ensayos por separado y en conjunto.

En el primer ensayo, el area total de neuroesferas resultd significativamente mayor en el caso
electroporado con 4-OHT (p-valor=0,009). En el segundo ensayo, también se observé un aumento
del area total de neuroesferas a favor de las NSCs tratadas (que no resultd significativo p-
valor = 0,922) asi como un aumento del area media de neuroesferas. La media de ambos ensayos
muestra una tendencia a mayor d4rea en células electroporadas tratadas con 4-OHT (p-valor
=0,269).

Al ajustar por n? de neuroesferas, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 6) (Figura 14). Si se analizan ambos ensayos en conjunto los
resultados son similares a cuando se analizan por separado puesto que, aunque se observa
una tendencia hacia un mayor nivel de proliferacién en el caso de la condicién electroporada

+100nM 4-OHT este resultado no es significativo ya que se obtiene un p-valor de 0,381.

Tabla 6. Valores de dreas/n® NF para cada ensayo a DIV 7 y para el conjunto de ambos ensayos.

MEDIA DEL AREA/N® MEDIA DEL AREA/N® MEDIA DEL AREA/N®

CONDICION NF EN EL PRIMER NF EN EL SEGUNDO NF EN AMBOS
ENSAYO ENSAYO ENSAYOS
CT ELECTRO 20,33 + 3,027 144,22 + 55,88 78,85 + 30,55
ELECTRO+100nM 4-OHT 18,55 + 2,83 223,66 + 67,53 121,11 + 37,95
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Figura 14. Valores de dreas/n2 NF para cada ensayo a DIV 7 y para el conjunto de ambos ensayos

4.2.2. Auto-renovacion

Se contabilizé el nimero de neuroesferas generadas a partir de un mismo ndmero de células
sembradas, células electroporadas control y tras adicion de 100nM 4-OHT (Tabla 7) (Figura 15).
Se realizaron tres réplicas por cada condicién. En este caso se obtuvieron resultados
dispares entre experimentos.

El nimero de neuroesferas en el primer ensayo fue mayor en los pocillos tratados que
en los controles, aunque no fue una diferencia significativa tras realizar estadistica. Por el
contrario, en el 22 ensayo el control tuvo mas neuroesferas (aunque la diferencia fue minima p-
valor= 0,187) que las células tratadas, y llamé la atencidn el nimero escaso de neuroesferas
formadas. La media de ambos ensayos mostraba una tendencia a formar mas neuroesferas

por parte de las células electroporadas + 4-OHT (p-valor=0,319).

Tabla 7. Media del n? de NF, de los dos ensayos por separado y juntos, de las células electroporadas con y

sin4-OHTa DIV 7.

MEDIA DEL N2 DE NF

> MEDIA DEL N2 DE NF MEDIA DEL N° DE NF
CONDICION DEL SEGUNDO
DEL PRIMER ENSAYO DE AMBOS ENSAYOS.
ENSAYO
CT ELECTRO 16,13 + 2,77 4,80+1,20 10,47 +1,81
ELECTRO+100nM 4-
24,53 +4,10 3,01+0,52 13,80+ 2,84
OHT
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Figura 15. Numero de NF, en los dos ensayos por separado y juntos, de las células control electroporadas

vs células tratadas con 4-OHT a DIV 7.

4.2.3. Selecciéon de células transfectadas mediante Higromicina

Los experimentos precedentes se realizaron sobre células electroporadas no seleccionadas, es
decir, que no se utilizé el gen de resistencia incorporado al pldasmido pCEP4 para seleccionar las
células transfectadas. Esto fue debido a que no se quiso introducir el factor de toxicidad asociado
a la higromicina en un primer momento. Sin embargo, en los pases posteriores al cultivo primario
(primer pase del segundo ensayo), si que se anadié la higromicina al medio para que los
resultados obtenidos fueran solo adscribibles a las células electroporadas.

La proliferacion, (Tabla 8) (Figura 16) medida como érea total de neuroesferas mostré un
aumento significativo de las areas de las células electroporadas con 100 nM respecto a células
electroporadas sin 4-OHT (p-valor=0,0086). El factor de confusion de células no transfectadas que
pudiesen proliferar fue eliminado. El drea media de neuroesferas no variaba en ambas
condiciones.

Respecto a la auto-renovacion, (Tabla 9) (Figura 17) el aumento del numero de
neuroesferas fue significativo en las muestras electroporadas con 100 nm de 4-OHT (p-
valor=0,024).

Tabla 8. Areas de las diferentes condiciones de las células seleccionadas con higromicina a DIV 7.

CONDICION AREA (pum) Area /n2 NF
CT ELECTRO 175,82 + 76,64 175,82 +32,62
ELECTRO + 100nM 4-OHT 460,15 + 62,38 115,04 + 24,06
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Figura 16. Area de control electroporado vs electroporado +100nM de 4-OHT en las células tratadas con

higromicina y drea/n® NF.

Tabla 9. Media del numero de NF tratadas con higromicina a DIV 7 para diferentes condiciones.

CONDICION MEDIA DEL N2 DE NF
CT ELECTRO . 1,00 £0,38
ELECTRO+100nM 4-OHT 4,00 £1,00

CT ELECTRO ELECTRO+100nM 4-OHT

Figura 17. N2 de NF del control electroporado vs electroporado + 100nM 4-OHT.
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4.3. Estudio fenotipico de las células transfectadas. Capacidad de diferenciacion.

En 1mL de suspension celular se contaron 135.000 células para la condicion control + 100nM de
4-0OHT, 15.000 células para la condicién de células electroporadas + 100 nM de 4- OHT, 0 células
para el control de electroporacidn y 20.000 células para el control A pesar de contar 0 células en el
caso del control de electroporacién, se podia ver en la cdmara la existencia de células y por ello
también se sembraron en la chamber-slide.

Sin embargo esta baja densidad de siembra no permitid finalizar el estudio de caracterizacion

mediante técnicas inmunohistoquimicas especifica
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se investigd la capacidad del 4-OHT para inducir la expresidon del c-

™My comprobar como afectaba a la capacidad de auto-renovacién y de proliferacién en la

mycER
células madre neuronales que se encontraban in vitro en forma de NF.

En primer lugar, se comprobd mediante una RT-PCR la expresion correcta del plasmido en
la célula. Se determind que la expresién del plasmido tenia lugar. Cuando el 4-hidroxi-tamoxifeno
se afiade al medio de cultivo, se une al receptor murino modificado provocando la dimerizaciéon
de la proteina de fusion y permitiendo que adquiera su conformacién activa, traslocandose al
nucleo donde el c-myc ejerce su funcién como factor de trasncripcion (Ming et al., 1999;
Stevanato et al., 2009). Sin embargo, en este estudio, no se investigd si se produjo la dimerizacion
y la traslocacion al nucleo que seria responsable de la accién de c-myc sobre la proliferacion, lo
que seria recomendable como control interno del buen funcionamiento de la construccién. Esto
seria posible realizarlo mediante inmunocitoquimica con anticuerpo anti-c-myc antes y después
de la adicidn de 4-OHT comprobando un aumento de la expresién de c-myc en el nucleo en el
segundo caso. Otra alternativa habria sido el uso de la PCR cuantitativa (qPCR), aislando el nucleo
y empleando cebadores especificos para el c-myc (Cohen et al., 2009).

En cuanto al efecto que puede tener el 4-OHT en las células, se ha comprobado que el
4-0OHT no es téxico si no se superan concentraciones de 1uM (Chang et al., 1999) y ademads se ha
conseguido establecer lineas de células madre neurales clonales embrionarias empleando esta
tecnologia (Pollock et al., 2006). Para comprobar la sensibilidad de las células al 4-OHT se
realizd una curva de dosis con células sin electroporar y empleando distintas dosis de farmaco
(50nM,
100nM y 250nM). Se observé que se producia un aumento del nimero de la capacidad de la
auto-renovacion y/o supervivencia para la dosis de 50nM pero este aumento no se observé para
las dosis de 100nM y de 250nM. En todo caso, no se observd efecto toxico secundario al

4-OHT. Se realizé otro ensayo con las mismas dosis de 4-OHT pero con las células
electroporadas y se observé de nuevo un aumento de la auto-renovacién, en este caso a dosis de
100 nM. Por este motivo y por referencias bibliograficas (Pollock et al., 2006; Stevanato et al.,
2009) el resto de ensayos se realizaron a una concentracion de 100nM.

En cada uno de los ensayos posteriores de auto-renovacion y proliferacion tras activaciéon
de c-myc, se realizé un andlisis de la capacidad de auto-renovacion contando el n? de NF y un

anadlisis de la proliferacion celular mediante ensayo XTT y medida del drea de las NF.
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En ninguno de los dos ensayos de auto-renovacidn se obtuvieron resultados significativos. Se
observd un aumento del n? de NF en la condicion tratada con 4-OHT en el primer ensayo
mientras que en el segundo el aumento se observd en la condicién control electroporado.
Cuando se analizaron ambos ensayos en conjunto se observé un mayor n2 de NF en la condicion
electroporado + 100nM 4-OHT, pero estos resultados no se pudieron considerar

estadisticamente significativos.

En el caso de los ensayos de proliferacion, en el XTT se observaron niveles de proliferacion
similares en ambas condiciones siendo estos resultados no significativos para ambos ensayos.

La proliferacion medida como aumento de area permitid observar en el primer ensayo un
aumento significativo del tamafio de las NF para la condicién tratada con 4-OHT mientras
que en el segundo ensayo este aumento apenas se observd y no se traté de un resultado
significativo. Cuando las areas de las NF de ambos ensayos se analizaron en conjunto los
resultados obtenidos fueron similares a cuando se analizaron por separado. Se vio un
aumento no significativo del nivel de proliferacidon en el caso de la condicidn electroporada
+100nM 4-OHT.

En estos casos, tanto la medida de la auto-renovacién como de la proliferacion, hay que
destacar la existencia de una tendencia a aumentar el nimero de células y la auto-renovacién.
Aqui no se puede excluir que se deba al efecto del 4-OHT que también mostrd en las NSCs
controles un aumento de la auto-renovacién. En cuanto a la proliferacién, existe un factor de
confusion que se trata de las NSCs que, aunque electroporadas, no han incorporado el plasmido.
Estas células podrian dividirse mas rapidamente, por no sufrir los potenciales efectos deletéreos
de la expresion plasmidica en su supervivencia. En este supuesto, se infraestimarian las
diferencias existentes entre controles electroporados sin tratar y tratados, de forma mas
evidente cuanto menor fuese la eficiencia de la transfeccion.

Para evitar esto, y con el objetivo de comprobar si estas células podrian establecer una linea
celular se seleccionaron con higromicina, lo que eliminaba las células no electroporadas que
podian tener una ventaja proliferativa. Esta medida mejord los resultados obteniéndose un
aumento significativo tanto del nivel de auto- renovacion de las células tratadas con 4-OHT como
del nivel de proliferacién, pero disminuyd la viabilidad de los cultivos ya que las NSCs adultas son

células muy delicadas y poco resistentes a cambios en el medio.

Los resultados son alentadores pero parece que el efecto en las NSCs adultas de esta

tecnologia dista de parecerse al que posee en otros tipos celulares: células CHO, NSC
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embrionarias, fibroblastos... Por ello se planted que puede ocurrir en las NSCs adultas que no
ocurra en los otros tipos celulares mencionados.

Habria que tener en cuenta la posible inactivacion del gen c-myc por la propia
magquinaria supresora de oncogenes de la célula y deberia investigarse, en la direccidén opuesta,
el efecto sobre otros factores de trascripcién o genes de control del ciclo celular. Por ejemplo, el
gen supresor de tumores p53, se ha visto que esta intimamente relacionado con la expresion de
c-myc, y la sobreexpresidn de c-myc induce un aumento de expresion de p53, lo que ocasiona la
muerte por apoptosis de la célula. A su vez, p53 inhibiendo la expresién del oncogen c-myc a
niveles post-transcripcionales (Sachdeva et al., 2009). p53 se sigue expresando en la SVZ adulta,
de forma especifica en las células madre y progenitores neurales. Mediante una RT-PCR
cuantitativa de p53 y otros genes del ciclo celular se podria identificar cambios de expresién en
dichos genes y por tanto indicaria que podria estar ejerciendo una accién reguladora sobre el c-
myc, que en condiciones normales tendrian una finalidad protectora frente a tumores.

Aunque se ha demostrado en otros tipos celulares que la tecnologia c-mycER™ no
afecta al fenotipo celular ni al potencial de diferenciaciéon, se quiso determinar dicha capacidad
de diferenciacién de las NF electroporadas tras haber sido tratadas con 4-OHT, pero
desafortunadamente no se pudo continuar con el proceso puesto que la densidad celular que se
obtuvo no fue la adecuada. Deberia realizarse en préximos ensayos el potencial de

diferenciacion mediante ensayos inmunocitoquimicos con anticuerpos especificos de neuronas,

astrocitos y oligodendrocitos.
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VI. CONCLUSION

Se observa una tendencia hacia el aumento de la proliferacion de las células
transfectadas con el plasmido y tratadas con el 4-OHT a una concentracién de 100nM, sin
embargo, se requieren mas ensayos con el fin de estudiar el perfil de expresiéon de genes del
ciclo celular, el potencial fenotipico de células tratadas y la estabilidad genética de esas

células.
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