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RESUMEN

La regulacion epigenética es fundamental para muchos aspectos de la vida neuronal,
desde el desarrollo hasta la enfermedad. La opinion predominante en el campo establece que
el represor transcripcional REST debe ser silenciado durante la neurogénesis, siendo
indetectable en neuronas post-mitéticas. En consecuencia, se considera un regulador maestro
de la diferenciacion neuronal. Sin embargo, informes recientes han matizado estas
interpretaciones, ya que se ha detectado a REST en cerebros postnatales de raton, asi como
en cerebros humanos envejecidos. Curiosamente, REST estd reprimido en cerebros de
individuos afectados con la enfermedad de Alzheimer en su forma esporadica (no genética),
donde se le ha atribuido un rol neuroprotector. Por lo tanto, su expresion, localizacion y
contribucion parecen depender estrechamente del contexto fisiopatoldgico.

Utilizando células madre pluripotentes inducidas obtenidas mediante la
reprogramacion de fibroblastos humanos sanos (hiPSC) y microscopia confocal, detectamos
que REST se acumula en el nticleo de neuronas derivadas de hiPSC dentro de los primeros
21 dias de diferenciacion in vitro (DIV). También realizamos este ensayo en neuronas de
hipocampo en cultivo, aisladas de cerebros embrionario de rata (E18,5), obteniendo un
resultado similar dentro de los primeros 14 DIV. Esta observacién apoya la nocion de que
REST no solo se expresa en neuronas humanas envejecidas sino también durante el
desarrollo post-mitético y en neuronas murinas. Ademads, detectamos la expresion de los
represores transcripcionales G9a y CoREST en ambos modelos, probablemente reclutados
por REST en la cromatina. Sin embargo, su patron de expresion y distribucion nuclear difiere
entre ambos modelos neuronales in vitro.

Colectivamente, nuestros datos revelan que REST se expresa y enriquece
nuclearmente en neuronas hiPSC y de rata, matizando la evidencia que interpreta una re-
expresion exclusiva durante el envejecimiento. Ademas, los comportamientos de la
expresion de G9a, CoREST y REST destacan la nocion de mecanismos epigenéticos
especificos humanos. Nuestros proximos pasos apuntan a precisar su contribucion a la
fisiologia y disfuncion de las neuronas, identificando mecanismos reguladores y objetivos

génicos.

Palabras Clave: neurona, neurogénesis, epigenética, REST/NRSF, CoREST, G9a, iPSC.
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ABSTRACT

Epigenetic regulation is critical for many aspects of the neuronal life, ranging from
development to disease. The prevailing view in the field states that the transcriptional
repressor REST must be silenced during neurogenesis, being undetectable in post-mitotic
neurons. Consequently, it is considered a master regulator of neuronal differentiation.
However, recent reports have tempered these interpretations, since REST has been detected
in post-mitotic mouse brains as well as in aging human brains. Intriguingly, REST is
repressed in sporadic Alzheimer’s Disease brains, suggesting neuroprotective roles.
Therefore, its expression, localization and contribution tightly depend on the physiological
context.

Using induced pluripotent stem cells obtained by reprogramming healthy human
fibroblasts (hiPSC) and confocal microscopy, we detected that REST accumulates in the
nucleus of hiPSC-derived neurons within the first 21 days of differentiation in vitro (DIV).
We also performed this assay on hippocampal neurons from embryonic rat brains (E18.5),
obtaining a similar result within the first 14 DIV. This observation supports the notion that
REST is not only expressed in aging human neurons but also during post-mitotic
development of both human and murine cultured neurons.

In addition, we detected the expression of the transcriptional repressors G9a and
CoREST in both models, most likely recruited by REST to the chromatin. However, their
expression pattern differs between human and rat cultured neurons. Accordingly, our data
confirms their expression, but nuclear enrichment seems to be restricted only to rat neurons,
at least within the timeframe considered for this study.

Collectively, our data unveils the enrichment of REST in growing hiPSC-derived
neurons and rat cultured neurons. Moreover, the behaviors of G9a, CoOREST and REST
expression stress the notion of human-specific epigenetic mechanisms. Our next steps aim
to precise their contribution to the physiology and dysfunction of neurons, identifying

regulatory mechanisms and gene targets.

Keywords: neuron, neurogenesis, epigenetic, REST/NRSF, CoREST, G9a, iPSC.



1) INTRODUCCION
1.1) La neurona como unidad funcional del Sistema Nervioso
Las neuronas son las unidades funcionales del sistema nervioso central (SNC) y
periférico (SNP), encargadas de la transmisiéon y propagacion del impulso eléctrico,
mediante la formacion de redes de comunicacion entre neuronas y glias. Su desarrollo es un
proceso continuo que comienza durante la vida embrionaria y, en algunos contextos,
trasciende la vida postnatal y adulta hasta lograr la madurez funcional (Wilson et al., 2018).
El desarrollo neuronal sucede a través de tres hitos principales. En primer lugar,
comienza con la diferenciacion de precursores neuronales (células madre neuronales o
neural stem cells, NSC) en neuronas post-mitdticas, proceso conocido como neurogénesis.
Durante el desarrollo embrionario, las NSC surgen del ectodermo, una de las 3 capas
germinales del embrion. A partir de ella, emergen todas las células (neuronas y glias) que
componen el SNC y el SNP, con sus distintas funciones y morfologias.
En el SNP encontramos diversos fenotipos neuronales, como las neuronas espinales
sensitivas y motoras, cuyos somas se ubican en los ganglios de la raiz dorsal (dorsal root
ganglion neurons, DRG) y en el cuerno anterior de la médula espinal, respectivamente.
Ademas de las neuronas, también estan presentes las células de Schwann, las que ademas de
promover la mielinizacion de los axones de estas neuronas, también tienen un papel
importante en la nutricion de axones mielinizados y no mielinizados (Catala & Kubis, 2013).
En forma analoga al SNP, el SNC posee diversos fenotipos neuronales y gliales,
como astrocitos y oligodendrocitos; estos ultimos encargados de la mielinizacion. Mientras
que la neurogénesis en el SNC ocurre principalmente durante el desarrollo embrionario, la
maduracion de astrocitos y oligodendrocitos sucede post-natalmente (Giedd, 1999). A
diferencia de las neuronas espinales del SNP, las neuronas piramidales glutamatérgicas,
presentes en el hipocampo y la corteza cerebral, tienen una morfologia ‘’polar’’,
caracterizadas por la formacion de multiples dendritas y un Gnico axon (Jiang et al., 2015).

En este trabajo de tesina, nos enfocaremos en este tipo particular de neurona.
1.2) Neuronas del SNC: neurogénesis, polarizacion y maduracion funcional.

Las neuronas piramidales glutamatérgicas del SNC se caracterizan por la presencia de
un cuerpo celular o soma, donde yace el nucleo y el ADN, a partir del cual surge el axon y
las dendritas, dos compartimentos especializados en la propagacion del impulso nervioso y
la recepcion de sefiales electroquimicas, respectivamente. Inmediatamente posterior a la

neurogénesis, las neuronas lucen como células redondas, sin ax6n ni dendritas. En este
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estadio de diferenciacion, las neuronas son células “simétricas”. Sin embargo, sefiales
intrinsecas y extrinsecas activan mecanismos celulares que involucran la dindmica del
citoesqueleto de actina y microtubulos, el trafico vesicular y la destinacion y retencion
selectiva de componentes, para inducir la pérdida de la simetria y la formacion del axon y
las dendritas (Cdceres et al., 2012). Este proceso es conocido como “establecimiento de la
polaridad neuronal” y es clave para diferenciar morfologica, funcional y bioquimicamente
el axon de las dendritas (Dotti et al., 1988). Finalmente, el desarrollo neuronal culmina con
la adquisicion de la madurez funcional, especificamente con la formacion de contactos
sindpticos neurona-neurona y neurona-glia (Wilson et al., 2018; Conde & Caceres, 2009;
Craig & Banker 1994; Caceres et al., 2012). La Figura 1 ilustra estos tres hitos biologicos
del neurodesarrollo, que no solo establecen la base morfologica esencial para la fisiologia

neuronal, sino que sustentan la complejidad de la conectividad en el sistema nervioso.

Neurogénesis Polarizacién Maduracion

Sinapsis

NSC NPC Crecimiento Cieeimieniny
neuritico especificacion axonal

autorrenovacion  autorrenovacion

Figura 1. Representacion grafica de las sucesivas etapas en la adquisicién de la polaridad neuronal y el
desarrollo axonal. La figura ilustra el proceso de neurogénesis, polarizacion y maduracion funcional. Las
NSC (neural stem cells) poseen capacidad de autorrenovacion debido a sus propiedades proliferativas. Sefales
extrinsecas e intrinsecas favorecen la diferenciacion de NSC en neuronas post-mitoticas, para comenzar con el
proceso de adquisicion de polaridad. En esta etapa, se pierda la simetria celular, caracterizado por la
especificacion y crecimiento del axon. Posteriormente, se desarrollan las dendritas, las cuales experimentan
procesos de ramificacion, al igual que el axon en desarrollo. Finalmente, los compartimentos dendriticos y

axonales alcanzan la madurez, formando las sinapsis. (Extraido y modificado de Wilson ef al. 2018)

1.3) Fundamentos moleculares de la formacion axonal y dendritica de neuronas
centrales

Los mecanismos que controlan el desarrollo axonal y dendritico han sido estudiados



con detalle en las ultimas décadas. La regulacion de este proceso depende tanto de sefiales
extrinsecas como intrinsecas, capaces de modular redes de sefializacion dependientes
principalmente de TrkR (¢yrosine-kinase receptors) y GPCR (G protein-coupled
receptors). Estos receptores transducen sefiales que modifican la dindmica del
citoesqueleto de actina y tubulina, y el trafico vesicular, entre otros componentes.
También desempefian un papel fundamental en la destinacion y retencion selectiva de
componentes tanto en el axén como en las dendritas en desarrollo, influyendo asi sobre la
morfologia y funcionalidad de estos dominios (Takano et al., 2019, Arimura & Kaibuchi,
2005, 2007; Wilson et al., 2022).

No obstante, el estudio de los mecanismos que regulan la formacion axo-dendritica se
ha enfocado principalmente en redes de regulacion dependientes de proteinas. En cambio,
los fundamentos genéticos y epigenéticos han sido relativamente poco estudiados,
generando una desconexion entre los mecanismos celulares y la regulacion del genoma
durante las fases iniciales del neurodesarrollo (Wilson & Céceres, 2021). Por lo tanto,
integrar los aspectos genéticos y epigenéticos con las bases celulares del neurodesarrollo es
fundamental para poder entender cabalmente el desarrollo, crecimiento y fisiologia neuronal

en contextos fisiologicos y patoldgicos.

1.4) Introduccion al concepto de epigenética

En la década de 1960, Conrad Hal Waddington (Reino Unido), introdujo el concepto
"epigenética", derivado de la palabra aristotélica "epigénesis", con el propdsito de describir
la rama bioldgica que explora las interacciones causales entre los genes y sus productos de
expresion fenotipica (Waddington, 2017). El término “epigenética” reflejaba la necesidad
de estudiar eventos “mads alla” del gen, en un contexto histérico donde el rol que cumplian

los genes en el desarrollo animal era atn incierto. Sin embargo, Waddington supuso que el



desarrollo embrionario implicaba necesariamente redes de interacciones génicas.
Waddington concebia el proceso de desarrollo en términos de lo que hoy en dia se
identificaria como “expresion génica diferencial” y “regulacion”. Para ilustrar esta
perspectiva, empled la evocadora metafora de '"paisajes epigenéticos". En sus
representaciones visuales (Figura 2 y 3), el sistema en desarrollo se asemeja a un paisaje con
valles que se ramifican y profundizan a partir de un plateau, donde se encuentra simbolizado
el huevo fertilizado (cigoto) (Waddington, 1940, 1957). El trayecto que conduce al final de
cada valle simboliza el proceso de desarrollo que el cigoto experimenta hasta la formacion
de un tejido u 6rgano especifico, regulado por la actividad e interaccion de genes. En funcion
de estas interpretaciones, Waddington propone que la relacion entre un gen y su fenotipo no
es necesariamente lineal, ya que las interacciones entre los genes y sus productos de
expresion son fundamentales. En sus representaciones se ilustra que, si un gen muta y altera
la tension en un conjunto de cuerdas, el resultado no depende solo de ese gen, sino de la
totalidad de las interacciones con los demés genes implicados (Figura 3). Este enfoque
conceptual contribuy6 a sentar las bases para la comprension moderna de la expresion génica

y la regulacion diferencial en el desarrollo (Iyer & Baudet, 2014).

Figura 2. Paisaje epigenético de Waddington representando la ruta de desarrollo desde el huevo hasta el tejido

u 0rgano que formard. (Extraido de Jablonka, & Lamb, 2002).
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Figura 3. Paisaje epigenético con sus cursos y pendientes moldeados por genes e interacciones génicas
representados por clavijas (genes) y cuerdas (“’tendencias quimicas’’ del gen). (Extraido de Jablonka & Lamb,

2002).

Para Waddington, la diferencia entre epigenética y genética del desarrollo reside en un
cambio de enfoque. En este sentido, la epigenética resalta complejas redes de desarrollo,
esto hace referencia a la interaccion de proteinas y otras moléculas con los genes que éstas
regulan y sus mecanismos compensatorios, mientras que la genética del desarrollo se centra
en la jerarquia de un gen y su efecto en el fenotipo. En la actualidad, ambas disciplinas se
entrelazan y la biologia del desarrollo suele abordar esta problematica considerando las redes
e interacciones génicas. Actualmente, la perspectiva de la epigenética ha sustituido en gran
medida a la genética del desarrollo clasica. No obstante, no debemos asumir a la epigenética
y la biologia del desarrollo como sinébnimos ya que ésta tltima es una disciplina mucho mas
amplia, abarcando todos los aspectos de la embriologia, crecimiento, envejecimiento y
regeneracion (Jablonka & Lamb, 2002).

Actualmente, el concepto de “epigenética” difiere al concepto original de Waddington.
Sin embargo, se debe valorar que este término siempre estuvo vinculado a las interacciones
entre genes, sus productos y tanto el entorno interno como externo. El problema reside
cuando se opaca el concepto de la epigenética haciendo referencia solo a la herencia de

variaciones no relacionadas a cambios en el ADN (Jablonka & Lamb, 2002).

1.5) Fundamentos moleculares de la epigenética

A nivel molecular, entendemos a la epigenética como todas aquellas modificaciones
quimicas que, sin alterar la secuencia de un gen, influyen en su expresion (Wilson et al.,
2022). Dentro de estas modificaciones, destaca la metilacion de los islotes CpG; regiones

del ADN enriquecidas en citosinas (C) y guaninas (G) (CpG), generalmente ubicadas cerca
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de regiones promotoras de un gen (Suzuki et al., 2001). Ademas, podemos mencionar
diversas modificaciones post-traduccionales (MPT) de histonas, como metilaciones y
acetilaciones, principalmente detectadas en residuos de lisina de las isoformas 3 (H3) y 4
(H4). Mientras que el ciclo de metilacion/desmetilacion de histonas estd mediado por
metiltransferasas (HMT) y demetilasas (HDMT), la acetilacién es catalizada por
acetiltransferasas (HAT) y deacetilasas (HDAT). El conjunto de las MPT de histonas
actualmente reportadas se resume en el coédigo de histonas (Cheung et al., 2000; Strahl &
Allis, 2000; Gardner et al, 2011; Wilson & Céceres, 2021). En conjunto, estas
modificaciones remodelan la topologia de la cromatina, favoreciendo o reprimiendo la
transcripcion. Ademads, en otro nivel de regulacion epigenética, es importante mencionar la
contribucion de los ARNs no codificantes de cadena larga y corta, microARNs, ARN
circulares, entre otros, con efecto transcripcional y traduccional (Iyer & Baudet, 2014;
Corradi et al., 2020; Bellon et al., 2017; Meister, 2013).

Durante el desarrollo y vida de todo organismo, el codigo de histonas no se mantiene
constante. En el caso particular de las neuronas, metilaciones y acetilaciones en las histonas
3 y 4, principalmente, se han relacionado con la regulacion de la extension y guia axonal; el
proceso mediante el cual un axon crece orientado por moléculas atractivas o repulsivas
(Abay-Ngrgaard ef al., 2020; Mariani, 2016; Riveiro et al., 2017; Kleine-Kohlbrecher et al.,
2010). El cono de crecimiento axonal, una estructura rica en actina de la porcion terminal de
este compartimento, confiere propiedades de navegacion durante la axogénesis, gracias a la
presencia de receptores de moléculas que orientan el crecimiento. Para llevar a cabo esta
tarea, el cono de crecimiento también desencadena procesos de remodelacion a nivel local.
Esto influye en la reorganizacion del citoesqueleto, especialmente de los microfilamentos de
actina (F-actina) y microtiibulos (MT) (Bradke & Dotti, 2000; Witte et al., 2008; Stiess &
Bradke, 2011). No obstante, atn es incierto el nexo entre el remodelado de histonas con
blancos genéticos especificos durante el desarrollo axon-dendrita.

Nuestro laboratorio ha descrito que la histona metil-transferasa G9a, que cataliza la bi-
metilacion de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9me2) — un cédigo represor de la expresion
genética — es fundamental para el crecimiento del axon (Wilson et al., 2020). Su delecion
genética, asi como la inhibicidon farmacolédgica, impide la especificacion axonal de neuronas
de rata en cultivo, asi como la migracion cortical de neuronas en cerebros de raton in situ.
En este estudio se reporta que G9a reprime la expresion de inhibidores del desarrollo
neuronal temprano, como el eje de sefalizacion Lfc-RhoA-ROCK.

Sin embargo, G9a carece de sitios de unioén al ADN. Por lo tanto, su accion depende de
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la mediacion de intermediarios, como REST y CoREST (Ballas et al., 2005; Roopra ef al.,
2004; Shi et al., 2003).

1.6) Contribucion del represor transcripcional REST al desarrollo neuronal

El desarrollo neuronal es el resultado de un balance de fuerzas, promotoras y represivas,
que marcan el pulso de la diferenciacion, crecimiento y maduraciéon. (Anderson & Jan, 1997;
Edlund & Jessell, 1999). Dentro de las fuerzas represivas, el factor transcripcional
REST/NRSF (repressent element-1 silencing transcription factor | neuron-restrictive
silencer factor), cumple funciones importantes. REST es una proteina de aprox. 100 kDa
que se une a sitios consenso en el ADN llamados regulatory elements 1 (RE-1). Consta de
una secuencia de 1092 aa en Homo sapiens, 1082 aa en Mus musculus y 1069 aa en Rattus
norvegicus, todos genes ortdlogos entre si. En humanos, el gen que la codifica esta localizado
en el cromosoma 4ql12 y presenta 5 exones, de acuerdo con datos extraidos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI). La evidencia sefiala que REST, al unirse a
sitios RE-1, reprime la expresion de diversos genes neuronales. Entre ellos, podemos
mencionar al gen SCG10, codificante de statmina 2, el gen codificante del canal de sodio
tipo II, el factor neurotrofico cerebral (BDNF), la proteina asociada a microtibulos
doublecortin (DCX) y la proteina sindptica sinapsina I, entre otros. De esta forma, REST
previene la adopcion del fenotipo neuronal en células no neuronales, ademas de mantener la
multipotencia de las células madre neuronales (NSC) (Ballas et al., 2005; Schoenherr et al.,
1996; Ballas et al., 2001). Durante la neurogénesis, REST es silenciado transcripcional y
traduccionalmente, desencadenado la diferenciacion de NSC en neuronas post-mitéticas a
través de la expresion de genes neuronales antes reprimidos. Por estos motivos, se considera
a REST un regulador maestro de la pluripotencialidad o progenitores neuronales.

Sin embargo, estudios posteriores cuestionan la ausencia de REST en neuronas post-
mitdticas, sugiriendo que su actividad depende del modelo de estudio y el contexto
fisiopatologico. Alineado con esta hipotesis, estudios recientes sefialan que REST aumenta
su expresion en cerebros humanos durante el envejecimiento, donde reprimiria la expresion
de genes pro-apoptoticos (Lu et al., 2014). En funcion de estos resultados, REST podria ser
un factor protector ante el envejecimiento del cerebro. Siguiendo esta linea argumentativa,
estudios recientes han identificado niveles indetectables de REST en cerebros de individuos
con la enfermedad de Alzheimer (AD) en su forma esporadica, donde ademds se observa
una hiperactivacion de mecanismos apoptoticos (Meyer et al., 2019).

En roedores también se ha detectado la expresion de REST en estadios avanzados del
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desarrollo cerebral. Mediante la técnica de western blot, se detectd un pico de expresion de
REST en el hipocampo de cerebros de raton entre los 14 y 15 dias post natales, decayendo
su expresion posteriormente. Esta expresion post-natal de REST se asocia con la maduracion
de la sinapsis glutamatérgica, favoreciendo la expresion y ensamblado de la subunidad N2A
al receptor de NMDA (Rodenas-Ruano et al., 2012).

Colectivamente, estas evidencias indican que REST reaparece en estadios avanzados
del desarrollo y la vida humana. Sin embargo, la diversidad de modelos de estudio y especies
animales, asi como diferencias entre los tiempos del desarrollo, dificultan entender la
expresion y funcion de REST en neuronas post-mitéticas. Por ello, la contribucion de REST

en las neuronas del sistema nervioso central ain es controversial.

1.7) Rol de los represores COREST y G9a en el desarrollo y crecimiento neuronal

CoREST, un correpresor descubierto por su asociacion con REST (Andrés et al., 1999),
se expresa post-mitdticamente en neuronas de rata y ratén, donde favorece la migracion
cortical de neurona en cerebros embrionarios de raton (Fuentes et al., 2012). Ademas de la
funcion que cumple CoREST en asociacion a REST en la especificacion de células neurales
(Johnson et al., 2008; Abrajano et al., 2010; Qureshi et al., 2010), estudios indican que
también genera cambios en la cromatina, regulando asi la expresion génica, de manera
independiente (Abrajano et al., 2009). Sin embargo, resulta desconocida su interaccion con
G9a en neuronas durante su desarrollo temprano y su consecuente contribucion al
homeostasis de la marca H3K9me?2.

Por otra parte, la histona metiltransferasa G9a se ha visto implicada en aspectos como
la neurogénesis (Kim et al.,2016; Olsen et al.,2016), el crecimiento neuritico (Fiszbein et
al.,2016; Fiszbein & Kornblihtt, 2016), la plasticidad sinaptica (Sharma et al., 2017a, 2017b;
Sharma & Sajikumar, 2019) y la neurodegeneracion (Liang et al., 2016a, 2016b).
Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha identificado que en ausencia de G9a se
inhibe la polarizacion de neuronas hipocampales de rata y el crecimiento axonal (Wilson et
al., 2020). De forma similar, la supresion de CoREST en cerebros embrionarios de raton
reduce la migracion neuronal durante el desarrollo de la corteza cerebral (Fuentes et al.,
2012). Ademas, algunos reportes actuales sugieren que la ausencia de REST en el cerebro
adulto conduce a la activacion de mecanismos proapoptoticos (Lu et al., 2014; Meyer et al.,
2019). En base a estos antecedentes, sostenemos que, de existir un complejo represor
formado por REST, CoREST y G9a, este podria regular el crecimiento, la sobrevida y/o

muerte de las neuronas en etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, la expresion

14



temporal de estos represores no ha sido caracterizada a lo largo del desarrollo de neuronas

post-mitoticas de origen humano o murino.

1.8) Definicion del problema

Considerando el rol represor de los factores REST, CoREST y G9a, resulta de interés
estudiar su contribucion al desarrollo, crecimiento y sobrevida de neuronas post-mitdticas.
Sin embargo, la ausencia de una caracterizacion detallada de la expresion y distribucion de
estos factores durante el desarrollo neuronal dificulta comprender sus funciones durante este
proceso. Este trabajo de tesina aborda este problema, utilizando como modelo de estudio
neuronas en cultivo de origen humano, obtenidas por diferenciacion de iPSC (induced
pluripotent stem cells), y neuronas de hipocampo aisladas de cerebros embrionarios de rata,

técnicas de inmuno-deteccion y microscopia confocal.

2) HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis
Los represores transcripcionales REST, CoREST y G9a se expresan durante el

desarrollo post-mitotico de neuronas humanas y neuronas de hipocampo de cerebro

embrionario de rata para promover su desarrollo y crecimiento.

Objetivo general
Caracterizar la expresion de los represores transcripcionales REST, CoREST y G9a

en neuronas hiPSC y neuronas hipocampales de rata durante su desarrollo post-mitético.

Objetivos especificos (OE)

OELl. Caracterizar la expresion de REST, CoOREST y G9a en neuronas hiPSC en
cultivo.

OE2. Caracterizar la expresion de REST, CoOREST y G9a en neuronas de hipocampo

de cerebro embrionario de rata en cultivo.

3) MATERIALES Y METODOS

3.1) Cultivo de neuronas humanas a partir de la diferenciacion de células madre

pluripotentes inducidas

15



Se cultivaron neuronas de origen humano obtenidas por diferenciacion de células
madre pluripotentes inducidas (human induced pluripotent stem cells, hiPSC). Las hiPSC se
obtuvieron mediante reprogramacion genética de fibroblastos de piel humana utilizando los
factores de Yamanaka (Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007), en la
Plataforma de Células Madre de la Fundacion Instituto Leloir (PLACEMA-FIL-CONICET,
Buenos Aires, Argentina). Las hiPSC fueron descongeladas y amplificadas en el Laboratorio
de Investigacion en Células Madre (LINCEMA) del Centro de Investigacion en Medicina
Traslacional Severo R. Amuchastegui (CIMETSA) por profesionales especializadas. En

sintesis, el cultivo y diferenciacion neuronal se resume en 3 etapas principales.

3.1.1) Reproduccion y cultivo de hiPSC

Las hiPSC se descongelaron y cultivaron sobre una monocapa de fibroblastos
embrionarios de raton (inactivados por radiacion) en medio DMEM/F12 suplementado con
20% de suero KSR (knock-out serum substitute), Glutamax, aminoacidos no esenciales, 20
ng/mL bFGF, B-mercaptoethanol, HEPES, Fungizone y Pen/Strep. Las hiPSCs

crecieronformando colonias llamadas “Cuerpos Embrionarios” (CE).

3.1.2) Induccion neural de hiPSC en cultivo

Los CE, ricos en células madre pluripotentes, se indujeron a adoptar un fenotipo de
célula madre neuronal multipotente mediante la acciéon de factores que promueven la
adopcion del linaje neuronal. Para ello, los CE fueron removidos mecanicamente y sub-
cultivados en placas de cultivo pre-tratadas con Geltrex y Medio de ilduccion Neural (NIM:
DMEM/F12, N2, Glutamax, aminoacidos no esenciales, Heparina y bFGF 20 ng/mL). Luego
de aprox. 10 dias, se obtuvieron agrupaciones celulares conocidas como rosetas neurales,

enriquecidas en célula madre neuronales multipotenciales, (neural stem cells, NSC).

3.1.3) Diferenciacion de NSC en neuronas

Para inducir la diferenciacion final a neuronas post-mitéticas, las rosetas neurales se
disociaron enzimatica y fisicamente, con el objetivo de obtener células madre neuronales
(NSC) aisladas. Luego, las NSC se cultivaron sobre cubre-objetivos de vidrio pre-tratados
con Geltrex y medio de diferenciacion neuronal NDM (reural differentiation medium):
Neurobasal, B27, Glutamax, NEAA, BDNF, GDNF, Ac. Ascorbico, IGF-1 y AMPc). Los

dias in vitro (DIV) consignados en la metodologia comienzan a contarse desde esta etapa.
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3.2) Cultivo de neuronas de hipocampo aisladas de cerebros embrionarios de rata

Se cultivaron neuronas de hipocampo de cerebros embrionario de rata de 18 dias de
gestacion, de acuerdo con protocolos previamente establecidos (Kaech & Banker, 2006;
Wilson et al., 2020). En sintesis, se sacrifico una rata prefiada por cultivo en una camara de
CO2 y se removieron los embriones del utero. Estos fueron decapitados y los cerebros
aislados quirtirgicamente. Se extrajeron los hipocampos mediante diseccion bajo lupa (2 por
cerebro; aprox. 16 por cultivo) y se digirieron con tripsina durante 20 min a 37°C. Luego, se
disgregaron mecanicamente mediante resuspension con una micropipeta pl000 y
posteriormente una micropipeta p200. El rendimiento de cultivo se estim6 mediante el
conteo de células en una camara de Neubauer. Se sembraron aprox. 50.000 neuronas sobre
cubreobjetos de vidrio pre-tratados con poli-L-lisina (overnight (ON; 16-18 h), 37°C),
dispuestos en una multiplaca de 24 pocillos. Las neuronas se cultivaron durante la primera
hora en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS), para promover su adhesion. Posteriormente, este medio se
reemplaz6 por Neurobasal suplementado con B27, Glutamax y antibidticos (penicilina y
estreptomicina). Cada 3 dias se renovo el medio de cultivo, preservando al menos la mitad

del medio condicionado por cada pocillo.

3.2.1) Fijacion de neuronas en cultivo derivadas de hiPSC e hipocampos embrionarios
de rata (E18).

Las neuronas se fijaron con una solucion de paraformaldehido (PFA) y sacarosa al
4% p/v en buffer fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline; 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM Na2HPOs4, 1,8 mM NaH2POs). El procedimiento de fijacion se llevo a cabo en
condiciones de esterilidad, bajo campana de flujo tipo II previamente desinfectada con una
solucion de etanol al 70% v/v y esterilizada con luz UV por 10 min. Posteriormente, se
encendio6 el flujo por 10 min hasta su estabilizacion. En el caso de la curva de diferenciacion
del objetivo especifico 1, los cubre-objetos con neuronas se trasladaron de la multiplaca de
cultivo a otra de fijado utilizando pinzas estériles, y se lavaron con 400 pL de PBS (neuronas
hiPSC diferenciadas por 7, 14 y 21 DIV y neuronas hipocampales de rata E18 cultivadas por
1, 3, 7y 14 DIV). Una vez depositados los cubre-objetos en la placa de fijado, se descartd
el PBS de cada pocillo para continuar con el fijado de las neuronas. Cada pocillo de la
multiplaca de fijado se incubd con 500 pL de solucion de fijacion durante 20 min a
temperatura ambiente (TA), seguido de tres lavados de 10 min con PBS (400 pL por pocillo).

Posteriormente, las muestras se mantuvieron en 500 uL. de PBS almacenados a 4°C hasta el
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momento de completar la curva de diferenciacion para continuar con la inmunodeteccion.

3.3) Deteccion mediante inmunofluorescencia indirecta de epitopos de interés

Los cubreobjetos con neuronas fijadas se montaron sobre una tapa de una multiplaca
de 24 pocillos, revestida por una capa de Parafilm. Luego, se realizaron 3 lavados rapidos
con 50 pL de PBS 1X por cubreobjeto. Luego, las neuronas se permeabilizaron con una
solucion al 0,2% v/v de Triton-x100, diluida en PBS. Cada cubreobjeto se cubri6 con 50 pL.
de soluciéon de permeabilizacion durante 10 min a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, se incubaron los anticuerpos primarios para detectar cada proteina de
interés: REST (1:500, raton, AbCam, n° cat.: ab211537), CoREST (1:1.000, conejo, Sigma,
n® cat.: HPA021638-25UL), G9a (1:1.000, conejo, Sigma, n° cat.: SAB2700645 SIGMA),
H3K9me2 (1:2.000, conejo, AbCam, n° cat.: ab176882) y MAP2 (1:5000, pollo, BioLegend,
n° cat.: 822501). Todos los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo se diluyeron una
solucioén al 0,1% v/v de Tween-20 en PBS. Cada cubreobjeto se incubd con una gota de 50
uL de solucion de anticuerpo primario a 4°C durante ON en una camara humeda.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con una solucion de PBS-Tween 0,1% v/v
a TA, cada uno de 5 min de duracion. Posteriormente, se incubaron 50 pL de los anticuerpos
secundarios conjugados a fluorocromos contra las especies animales de interfies (AlexaFluor
488 nm, 568 nm, 633 nm; Thermo Scientific), diluidos 1:1000 en PBS Tween 0.1% v/v,
durante 60 min a TA. Después de la incubacion, se lavoé con PBS-Tween 0,1% v/v durante
5 min a TA. Para delimitar el area nuclear, se llevd a cabo la tinciéon del ADN con la sonda
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), marcador fluorescente que se une a las bases
nitrogenadas timina y adenina. Para ello, se incub6 con una gota de 50 uL de DAPI (1:5000,
Sigma) en cada cubreobjeto durante 5 min. Finalmente, se lavo con 50 pL de PBS durante 5
min finales y se mont6 en un portaobjetos de vidrio, utilizando el medio de montaje Mowiol
(SIGMA). Los preparados se mantuvieron a 4° C hasta su observacion en el microscopio

confocal.

3.4) Adquisicion de imagenes.

Las muestras se observaron en el microscopio confocal Zeiss LSM 800 del Centro
de Microscopia y Nanoscopia de Coérdoba (CEMINCO). Dependiendo del tipo de
preparacion, las muestras se excitaron con diferentes longitudes de onda: 405 nm para DAPI
y 488, 546, 633 nm para los fluor6foros AlexaFluor. La emision recolectada fue de 465 nm,

517 nm, 603 nm y 647 nm. Se configuraron los parametros de adquisiciéon con un pinhole
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de 1 Airy Unit (AU) y se emple6 un objetivo de 63x, aplicando un zoom digital de 1,2. Las
imagenes se obtuvieron mediante cortes Opticos en la modalidad z-stack, adquiriéndose en

promedio 10 cortes Opticos (sl/ices) por cada neurona.

3.5) Analisis de imagenes y cuantificacion de la sefial fluorescente

Posteriormente, las imagenes se procesaron utilizando el software Fiji-ImageJ, donde
se sustrajo la sefial de fondo (background), se aplico un filtro de mediana y se optimiz6 el
brillo y contraste de la imagen sin alterar el perfil RGB. Para la cuantificacion de marcas, se
seleccionaron las células MAP2+, marcador neuronal. Para obtener el total de la intensidad
de fluorescencia correspondiente a cada inmunodeteccion, se proyectd la suma de los planos
z mediante el plug-in de Fiji “Z-SUM”. Luego, cada imagen proyectada de la suma total de
fluorescencia se utilizd para definir regiones de interés (ROI, region of interest); secciones
poligonales para delimitar el area del ntiicleo (region DAPI+) y del soma. Una vez realizada

la seleccion, se cuantificd la intensidad de la sefial nuclear y citosdlica (soma).

3.6) Procesamiento de datos, estimacion de la sefial nuclear, citoplasmatica y razon
nucleo/citoplasma

Los datos resultantes guardaron en una planilla de célculo (Excel, Microsoft Office)
para su posterior analisis. Los datos obtenidos fueron ordenados, separando cada factor en
hojas propias, y organizandolos por dia de tratamiento, y clasificando la sefial del ntcleo y
citoplasma. Por lo tanto, el dato de las sefiales nucleares y citoplasmaticas de cada neurona
quedaron emparejadas para posteriores analisis.

La normalizacion de los datos para el nlicleo y citoplasma se realizé tomando como
valor de referencia el promedio de la sefal correspondiente a los 7 DIV para neuronas
humanas iPSC y 1 DIV para neuronas hipocampales de rata E18.5, de manera independiente
para cada compartimento. Luego se calculo el cociente de cada valor con respecto a este
promedio (x Nucleo/promedio Nucleo; x Citoplasma/promedio Citoplasma), en todos los
tiempos de ambos modelos.

Para calcular la razon entre el nucleo y citoplasma, se tomaron los datos previamente
ordenados y se realizd un cociente entre los valores crudos del ntcleo y el citoplasma de
cada neurona en ambos modelos, en todos los tiempos. Esto se realizd con los factores REST,

CoREST y G9a.

3.7) Analisis estadistico
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Para realizar el analisis estadistico, se utilizaron los datos normalizados mencionados
en la seccion previa. Se procedio a realizar la estadistica utilizando la herramienta GraphPad
Prism 9.0.2 (Software GraphPad Prism, Boston, Massachusetts USA). Para verificar si los
datos tenian una distribucion normal se llevo a cabo la prueba de normalidad “Shapiro-
Wilk”. La identificacion de los grupos significativamente diferentes entre 3 poblaciones para
neuronas hiPSC (7, 14y 21 DIV), y 4 poblaciones para neuronas hipocampales de rata E18,5
(1, 3, 7 y 14 DIV) fue realizada aplicando un ANOVA con el test Kruskal-Wallis con
comparacion multiple entre los 7,14 y 21 DIV en neuronas humanas iPSC; y 1,3,7 y 14 DIV
para las neuronas hipocampales de rata E18,5. En el caso de la comparacién entre 2
poblaciones, se utilizé el test Mann-Whitney. Las diferencias entre poblaciones fueron
consideradas significativas cuando el p-value fue inferior a 0,05 (*<0,05, **<0,01,
*H%<0,001, <****(0,0001). Las estimaciones fueron realizadas en set de datos provenientes
de diferentes cultivos (N). El nimero de cultivos (N) y de neuronas analizadas (n) se indica

en cada leyenda de figura.

4) RESULTADOS
Caracterizacion del cultivo de neuronas hiPSC

Para caracterizar la expresion y distribucion de los represores transcripcionales
REST, CoREST y G9a, en este trabajo utilizamos como modelo de estudio neuronas en
cultivo de origen humano y murino. Las neuronas humanas se obtuvieron por diferenciacion
de células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells, iPSC). La
reprogramacion de fibroblastos humanos en iPSC se realiz6 en el laboratorio PLACEMA de
la Fundacion Instituto Leloir (ver materiales y métodos). Una vez obtenidas las iPSC, estas
fueron diferenciadas en neuronas centrales en el Laboratorio de Investigacion en Células
Madre (LINCEMA) del CIMETSA, IUCBC.

Estudios recientes sefialan que el desarrollo de neuronas humanas en cultivo,
obtenidas por diferenciacion de iPSC (“neuronas hiPSC”), presenta algunas diferencias con
respecto al cultivo de neuronas embrionarias de rata y raton (Dotti et al., 1988; Clowry et
al.,2010; Molna'r & Clowry, 2012; Silbereis et al., 2016; Marchetto et al., 2019, Lindhout
et al., 2020). Particularmente, las neuronas hiPSC presentan 3 estadios principales de
diferenciacion y se desarrollan in vitro més lento que una neurona de rata en cultivo.
Mientras que las neuronas de rata alcanzan el estadio 3 en aproximadamente 1,5 dias de
cultivo, las neuronas humanas lo hacen entre los 7-14 DIV (Lindhout et al. 2020). En el

estadio 1 de neuronas hiPSC se encuentran células que expresan marcadores caracteristicos
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de precursores, como SOX2 y Nestina. Luego, en el estadio 2, las NSC se diferencian en
neuronas que comienzan a desarrollar un compartimento axonal y dendritico, exhibiendo la
morfologia neuronal caracteristica de neuronas glutamatérgicas (Lindhout et al. 2020;
Wilson et al. 2022). Finalmente, en el estadio 3 de neuronas hiPSC las neuronas ya se
encuentran polarizadas, exhibiendo el ensamblado del segmento inicial del axén y actividad
eléctrica (Lindhout et al. 2020).

En funcién de este curso temporal, nuestro laboratorio realizd previamente una
caracterizacion del cultivo de neuronas hiPSC (Fig. 4, datos no publicados). Mediante un
ensayo de inmunofluorescencia y microscopia confocal, se detectdé la expresion de la
proteina asociada a microtubulos Doublecortin (DCX); un marcador molecular de neuronas
post-mitdticas recientemente diferenciadas (Gleeson et al., 1999). Las neuronas se
cultivaron por 3, 7, 14 y 21 DIV. Ademas, las neuronas se tifieron con el marcador DAPI
para identificar el total de células en cultivo en cada tiempo de analisis. La Fig. 4A sefala
un aumento progresivo del numero de neuronas DCX+, alcanzando un méximo de un 50%
alos 21 DIV (Fig. 4B). Ademas, se observé que la longitud axonal aumenta progresivamente
a medida que el cultivo se diferencia in vitro, alcanzado un maximo también a los 21 DIV
(Fig. 4C).

Si bien el crecimiento neuritico es un criterio morfoloégico de maduracion, decidimos
evaluar también la excitabilidad de las neuronas hiPSC en el estadio 1 (7 DIV), 2 (14 DIV)
y 3 (21 DIV), mediante ensayos de despolarizacién con KCI en neuronas vivas y microscopia
de fluorescencia. Las neuronas se cargaron con la sonda fluorescente Fluo4-AM, cuya
emision fluorescente es proporcional a la cantidad de Ca** quelado en el citoplasma. Se
tomaron imagenes confocales en la modalidad time-lapse, adquiriendo campos cada 2
segundos durante 3 min totales. En t=1 min las neuronas se trataron con 120 mM KCl y se
registro la fluorescencia de la sonda Fluo4 hasta completar el registro (t=3 min) (Figura 4D-
F). La Fig. 4D-F ilustra el aumento en la entrada de Ca®" evocada por 120 mM KCI,
aumentado su intensidad y consistencia a los 14 y 21 DIV (Fig. 4E, F). Estos resultados
sugieren que las neuronas hiPSC de nuestro laboratorio se vuelven progresivamente
excitables a partir de los 14 DIV (estadio 2), de acuerdo con reporte de otros grupos de

investigacion (Lindhout et al., 2020).
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Figura 4. Diferenciacion neuronal de iPSC humanas. A) Imagenes confocales representativas del cultivo
de neuronas hiPSC de 3-21 dias in vitro (DIV). Inmunofluorescencia: Doblecortina (DCX, marcador neuronal),
DAPI (ntcleo). Escala 200 um. B) Estimacion del porcentaje de diferenciacion neuronal (% Neurons) de hiPSC
de 3-21 DIV. C) Longitud axonal (axonal lenght) de neuronas hiPSC de 3-21 DIV. D-F) Despolarizacion
inducida por entrada de Ca2+ (KCl-induced Ca2+ entry Fluo 4 F/Fo) en neuronas hiPSC a 7-21 DIV. Las
neuronas se cargaron con Fluo4-AM seguido de microscopia confocal por lapsos de tiempo (time). 120 mM

KCl se afiadi6 a t=60 s. Datos no publicados de la Unidad de Genética del Crecimiento y Sobrevida Neuronal.

Caracterizacion de la expresion y distribucion de los factores REST, CoREST, G9a en
neuronas hiPSC y de rata en cultivo.

Se estudi6 la expresion y distribucion de los represores transcripcionales REST,
CoREST y G9a simultaneamente en dos modelos neuronales: neuronas hiPSC y neuronas
de hipocampos de rata, aisladas de cerebros embrionarios de 18,5 dias de gestacion (E18,5).
En el caso de las neuronas hiPSC, se cultivaron por 7, 14 y 21 DIV, mientras que las neuronas
de rata por 1, 3, 7y 14 DIV. Luego de completar cada tiempo de cultivo, las neuronas se
fijaron con una solucion de paraformaldehido (PFA) y sacarosa (SAC) al 4% p/v, disuelto
en buffer fosfato salino (PBS, phosphate buffer saline). Luego de completar la fijacion de
todos los tiempos que conforman cada curva de desarrollo, se realizd6 un ensayo de
inmunofluorescencia (IF) utilizando anticuerpos comerciales para detectar la expresion de
cada represor transcripcional. Es importante destacar que la IF se realizo solo después de
haber recolectado todos los tiempos que conforman la curva de desarrollo para cada especie,
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evitando asi artefactos atribuibles a errores en las diluciones de anticuerpos utilizados
durante la IF o la adquisicién de imagenes. Posteriormente, las muestras fueron observadas
en microscopio confocal Zeiss LSM 800 (CEMINCO, Coérdoba), utilizando la modalidad z-
stack en todos los casos (ver materiales y métodos). Las imagenes fueron luego analizadas,

cuantificadas y procesadas con el software Fiji-Imagel.

Expresion y distribucion sub-celular del represor transcripcional REST/NRSF en
neuronas hiPSC en cultivo

La Fig. 5 ilustra la expresion y distribucion citoplasmatica y nuclear de REST en
neuronas hiPSC en cultivo a los 7, 14 y 21 DIV. En la Fig. 5A se muestran imagenes
representativas que proyectan la maxima intensidad de fluorescencia de la proteina asociada
a microtubulos MAP2 (verde), marcador neuronal y somato-dendritico, y el represor REST
(rojo). Se muestra ademas el pseudocolor Fire LUT como un mapa térmico de la intensidad
de fluorescencia (colores frios: baja deteccion; colores calidos: alta deteccion). Se desprende
cualitativamente de la Fig. 5SA que REST se enriquece progresivamente en neuronas hiPSC
en cultivo, alcanzando niveles maximos de deteccion a los 21 DIV.

Con el objetivo de asignar un valor cuantitativo a la descripcion anterior, se
cuantifico la intensidad de fluorescencia de la deteccion de REST en el nticleo y citoplasma
de la neurona. En ambos casos, se proyecto la suma de la intensidad de fluorescencia de cada
rebanada oOptica del z-stack (z-sum). Se delimitd una region de interés (ROI, region of
interest) en el nucleo, definida por el marcador de timinas DAPI (ver materiales y métodos).
Por otra parte, el citoplasma se delimité con un ROI poligonal que abarco el soma de la
neurona, excluyendo el citoplasma neuritico. Las Fig. 5B y 5C senalan que REST se
enriquece progresivamente en el nicleo y citoplasma de neuronas hiPSC entre los primeros
7y 21 DIV, respectivamente, alcanzando diferencias estadisticas a la 21 DIV con respecto
a los 7 DIV. Se evalud también el enriquecimiento nuclear mediante la estimacion de la
razén nucleo/citoplasma. La Fig. 5D indica que REST se enriquece nuclearmente a los 21
DIV en neuronas hiPSC. En sintesis, la Fig. 5 sefiala que REST se expresa progresivamente
en neuronas hiPSC en cultivo, logrando un enriquecimiento nuclear a los 21 DIV (estadio 3

de neuronas hiPSC).

23



A) \ MAPQ)‘“‘% = REST

Eire LUT

t=7 DIV

REST|
Fire LUT

t=14 DIV

t=21 DIV

— .
8+ ) L_I_ 8- c 4 ns
: @ @
= ns - 2 g C—QU_ ’_|
5 67 : ® 6] g o 34
<= —l 5 % b= i S~ s B o
SD | - 2 w N 3 S0 :
c u ¥ - W 4+ O w 24 :
= X . £ (=43 R SE X t i
5 zé ° 2%* < 1-g%§
i © i xS -
'& 2 e # ¥ ‘ﬁ
S B & ol R ol—"r
71421 7 14 21 7 14 21
DIV DIV DIV

Figura 5. Expresion y distribucion del factor REST en neuronas hiPSCs. A) Las neuronas humanas iPSC
(N=4) se cultivaron a 3 tiempos (t)= 7 (n=98), 14 (n=124) y 21 (n=113) DIV y se fijaron con PFA/sacarosa
al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y REST (rojo) se detectaron por inmunofluorescencia (IF) y se
realizé un z-stack de imagen confocal. Se analiz6 el z-stack obtenido utilizando la herramienta informatica
FIJI. El nucleo se identificé mediante la tincion DAPI (azul). Escala 20 pm. B, C) Cuantificacion de la sefial
de IF en nucleo y citoplasma respectivamente (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacién multiple). D)

Razon nucleo/citoplasma (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacion multiple).
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Expresion y distribucion sub-celular del represor transcripcional REST/NRSF en
neuronas embrionarias de rata en cultivo.

En forma andloga a los estudios realizados en neuronas hiPSC, se estudio la
expresion y distribucion de REST en neuronas embrionarias de rata (E18,5) (Fig. 6). Se
analizd la expresion de REST en neuronas de 1, 3, 7 y 14 DIV, tiempos de cultivo que
reflejan neuronas no polarizadas (1 DIV), polarizadas (3 DIV), post-polarizadas (7 DIV) y
en fase de maduracion funcional (14 DIV) (Wilson et al., 2020). De esta forma, se abarcé
temporalmente la maduracion morfoldgica y funcional de neuronas de rata en cultivo.

La Fig. 6A muestra imagenes representativas de la méxima intensidad de
fluorescencia (z-max) de la proteina MAP2 y REST en neuronas de rata cultivadas por 1, 3,
7 y 14 DIV. Cualitativamente, se observa un incremento en la deteccion de REST durante
el desarrollo en cultivo, reflejado también mediante el pseudocolor Fire LUT. Las Fig. 6B-
D ilustran la cuantificacion de la sefial nuclear y citoplasmatica de REST (Fig. 6B, C), asi
como su enriquecimiento nuclear (Fig. 6D). La Fig. 6B sefiala que REST es detectable en el
nucleo desde t= 1 DIV, alcanzando aumentos estadisticamente significativos a los 3, 7 DIV
y 14 DIV, cuando alcanza un plateau (Fig. 6B).

Por otra parte, la sefial citoplasmatica de REST solo logra un aumento
estadisticamente significativo a los 7 DIV (Fig. 6C). Luego, a los 14 DIV se restituye su
expresion a un nivel comparable con 1 DIV. Finalmente, la razén nucleo/citoplasma de
REST ratifica un aumento estadisticamente significativo en t=7 DIV y t= 14 DIV (Fig. 6D),
sugiriendo el enriquecimiento nuclear de este factor luego de la primera semana de cultivo,
cuando las neuronas de rata estdin completamente polarizadas y electroquimicamente

funcionales.
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Figura 6. Expresion y distribucion del factor REST en neuronas embrionarias de rata (E18,5). A) Las
neuronas embrionarias de rata (N= 3) se cultivaron a 4 tiempos (t)= 1 DIV (n=91), 3 DIV (n=103), 7 DIV (n=
85) y 14 DIV (n= 70) y se fijaron con PFA/sacarosa al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y REST (rojo)
se detectaron por inmunofluorescencia (IF) y se realizé un z-stack de imagen confocal. Se analizé el z-stack
obtenido utilizando la herramienta informatica FIJI. El nucleo se identifico6 mediante la tincion DAPI (azul).
Escala 20 um. B, C) Cuantificacion de la sefial de IF en nucleo y citoplasma respectivamente (ANOVA, test
Kruskal-Wallis con comparacion multiple). D) Razén nticleo/citoplasma (ANOVA, test Kruskal-Wallis con

comparacion multiple).

Comparacion del enriquecimiento nuclear de REST entre neuronas hiPSC y neuronas
de rata.

Considerando estos hallazgos, resultd interesante comparar la relacion de la
expresion de REST entre el nucleo y citoplasma de ambos modelos neuronales. Para ello,
analizamos los datos de los 14 DIV para las neuronas murinas, y los 21 DIV para las

neuronas hiPSC, ya que corresponden al tiempo de cultivo donde se observaron los maximos
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enriquecimientos nucleares en ambos modelos (Fig. 7). Este andlisis no muestra diferencias
significativas en la razén nucleo/citoplasma, sugiriendo que REST se enriquece
nuclearmente en forma similar en neuronas de hiPSC y de rata. No obstante, este
enriquecimiento nuclear se logra una semana antes en neuronas de rata en comparacion con

neuronas hiPSC.
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Figura 7. Expresion del factor REST en el nicleo. Comparacion de la razon nucleo/citoplasma entre
neuronas embrionarias de rata (E18,5) de 14 DIV (N=3, n= 70) y neuronas hiPSC de 21 DIV (N=4, n= 113)
(test Mann-Whitney).

Expresion y distribucion sub-celular del represor transcripcional CoREST en
neuronas hiPSC en cultivo

La Fig. 8 ilustra la expresion y distribucion nuclear y citoplasmatica de CoOREST en
neuronas hiPSC en cultivo a los 7, 14 y 21 DIV. En la Fig. 8A se encuentran imagenes
representativas que proyectan la maxima intensidad de fluorescencia de la proteina asociada
a microtabulos MAP2 (verde), marcador neuronal y somato-dendritico, y el represor
CoREST (rojo). En la ultima columna, se presenta el pseudocolor Fire LUT como un mapa
térmico de la intensidad de fluorescencia. Se desprende cualitativamente de la Fig. 8A que
CoREST aumenta su expresion a nivel citoplasmatico en hiPSC en cultivo a los 21 DIV,
mientras que 7 y 14 DIV no se observa una diferencia en su expresion. En cambio, a nivel
nuclear, no se puede apreciar una variacion en la sefial proyectada de CoREST en ninglin

tiempo.
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Para asignar un valor cuantitativo a la descripcion anterior, se cuantifico la intensidad
de fluorescencia de CoREST en el nticleo y citoplasma de la neurona. Se proyecto la suma
de la intensidad de fluorescencia de cada rebanada optica del z-stack (z-sum). Se delimitd
una ROI en el nucleo, definida por el marcador DAPI, y el citoplasma se delimité con un
ROI poligonal que abarco el soma de la neurona, excluyendo el citoplasma neuritico. Las
Fig. 8B sefiala que, a nivel nuclear, no hay un cambio significativo en la expresion del
correpresor a lo largo del desarrollo del cultivo. En cambio, en la Fig. 8C, se observa en el
citoplasma un aumento significativo en la expresion del factor a los 21 DIV. Mediante la
estimacion de la razon nucleo/citoplasma en la Fig. 8D, se puede resaltar la distribucion
principalmente citoplasmadtica a t= 21DIV, ya que la media toma un valor <1, indicando
mayores niveles de deteccion citoplasmatica. Ademas, la Fig. 8E-F sefala una particular
distribucion de CoREST en dendritas de neuronas en desarrollo a los 7 DIV. En los recortes
1-3 de la Fig. 8E-F se pueden diferenciar regiones de mayor concentracion de este factor que
suelen coincidir con puntos de ramificacion de las dendritas. En resumen, la Fig. 8 indica
que, en neuronas hiPSC, CoREST se enriquece inicamente a nivel citoplasmatico a los 21

DIV (estadio 3) y se distribuye también en dendritas a los 7 DIV.
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Figura 8. Expresion y distribucién del factor CoOREST en neuronas hiPSCs. A) Las neuronas humanas
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iPSC (N= 3) se cultivaron a 3 tiempos (t)= 7 DIV (n=70), 14 DIV (n=72) y 21 DIV (n=99) DIV y se fijaron

con PFA/sacarosa al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y CoREST (rojo) se detectaron por
inmunofluorescencia (IF) y se realizé un z-stack de imagen confocal. Se analiz6 el z-stack obtenido utilizando
la herramienta informatica FIJI. El nticleo se identificé mediante la tincion DAPI (azul). Escala 20 pm. B, C)
Cuantificacion de la sefial de IF en nucleo y citoplasma respectivamente (ANOVA, test Kruskal-Wallis con
comparacion multiple). D) Razén ntcleo/citoplasma (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacion
multiple). E) IF hacia MAP2 en neurona a t=7 DIV. F) Recortes 1-3 mostrando la presencia de CoREST en

dendritas a t=7 DIV. La inmunofluorescencia muestra la distribucion de CoREST en las dendritas MAP2+.

Expresion y distribucion sub-celular del represor transcripcional CoREST en
neuronas de rata en cultivo

De manera semejante a los estudios realizados en las neuronas hiPSC, se estudi6 la
expresion y distribucion de CoREST en neuronas embrionarias de rata alost=1, 3, 7y 14
DIV (Fig. 9).

En la Fig. 9A podemos observar imagenes representativas de los z-max obtenidos de
MAP2 y CoREST en los tiempos de cultivo mencionados anteriormente. De manera
cualitativa se observa a t= 1 DIV, una distribucidon que, teniendo en cuenta el canal Fire
LUT, tiende a ser mas nuclear que citoplasmatica. Luego, a los 3 DIV, se aprecia un aumento
en la expresion en ambos compartimentos que cambia notablemente a t= 7 DIV, donde se
observa claramente un enriquecimiento nuclear. Finalmente, a los 14 DIV, la distribucion
tiende a ser mas citoplasmatica que nuclear, con determinadas regiones en el nucleo que lo
expresan.

En la Fig. 9B y 9C se sefiala la cuantificacion de la expresion y distribucion de este
factor, en el ntcleo y citoplasma respectivamente. En el nucleo (Fig. 9B), se observa una
tendencia a enriquecerse de manera progresiva hacia los 7 DIV, donde alcanza su maximo,
para luego decaer de manera significativa en t= 14 DIV. En cambio, en el citoplasma, no se
percibe variacion en la expresion de CoREST en neuronas de 1, 3 y 7 DIV (Fig. 9C). Sin
embargo, a los 14 DIV se aprecia un aumento significativo en su expresion. La Fig. 9D
indica que el patron de la razon nucleo/citoplasma aumenta en t=7 DIV. Este
enriquecimiento nuclear, sin embargo, disminuye de manera significativa a los 14 DIV,
tomando un valor de 1,08, indicando una distribucion casi equitativa entre estos

compartimentos.
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Figura 9. Expresion y distribucion del factor COREST en neuronas embrionarias de rata (E18.5). A) Las
neuronas embrionarias de rata (N= 2) se cultivaron a 4 tiempos (t)= 1 DIV (n=70), 3 DIV (n=82), 7 DIV (n=
62)y 14 DIV (n=48) DIV y se fijaron con PFA/sacarosa al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y COREST
(rojo) se detectaron por inmunofluorescencia (IF) y se realizoé un z-stack de imagen confocal. Se analiz6 el z-
stack obtenido utilizando la herramienta informatica FIJI. El nicleo se identifico mediante la tincion DAPI
(azul). Escala 20 um. B, C) Cuantificacion de la sefial de IF en nucleo y citoplasma respectivamente (ANOVA,

test Kruskal-Wallis con comparacion multiple). D) Razon ntcleo/citoplasma (ANOVA, test Kruskal-Wallis

con comparacion multiple).

Comparacion del enriquecimiento nuclear de CoREST entre neuronas hiPSC y
neuronas de rata.
LaFig. 10 senala la comparacion entre la razon niicleo/citoplasma de ambos modelos

neuronales. Para ello, se seleccionaron los datos correspondientes a los 7 DIV, ya que a este
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tiempo de cultivo la razoén nucleo/citoplasma alcanzé valores maximos, tanto en neuronas
hiPSC como de rata. El analisis entre estas especies sefiala que el enriquecimiento nuclear
de CoREST es significativamente mayor en neuronas de rata que en neuronas hiPSC,

indicando diferencias en la expresion de CoREST entre ambos modelos neuronales.
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Figura 10. Expresion de CoREST en el niicleo. Comparacion de la razon nacleo/citoplasma entre neuronas
embrionarias de rata (E18,5) de 7 DIV (N=2, n= 82) y neuronas hiPSC de 7 DIV (N=3, n= 70) (test Mann-
Whitney).

Expresion y distribucion sub-celular de la histona metiltransferasa G9a en neuronas
hiPSC en cultivo.

De la misma forma que en los anteriores ensayos, en la Fig. 11 podemos ver la
expresion de G9a a t= 3, 7 y 14 DIV en neuronas hiPSC. En la Fig. 11A se observa
cualitativamente una alta expresion de G9a, evidente a través de la columna que muestra el
canal Fire LUT. Sin embargo, su expresion y distribucion, aparentemente similar tanto en
el nticleo como en el citoplasma, no parece diferir entre los dias en cultivo (7-21 DIV).

A través de las Fig. 11B-D podemos deducir de manera cuantitativa que la expresion
nuclear (Fig. 11B) y citoplasmatica (Fig. 11C) no presenta variaciones a lo largo del
desarrollo del cultivo. No obstante, analizando la razon ntcleo/citoplasma en la Fig. 11C, se
observa a los 21 DIV una disminucion significativa en la expresion nuclear de G9 con
respecto a los 14 DIV. La razén nucleo/citoplasma a los 21 DIV toma como valor 1,01,

indicando que G9a se encuentra igualmente distribuido en ambos compartimentos. Con
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respecto al t=7 DIV, no se observan diferencias significativas con los otros dos tiempos de

cultivo.
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Figura 11. Expresion y distribucién de G9a en neuronas humanas iPSCs. A) Las neuronas humanas iPSC
(N=4) se cultivaron a 3 tiempos (t)= 7 (n=78), 14 (n=95) y 21 (n=78) DIV y se fijaron con PFA/sacarosa al

4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y G9a (rojo) se detectaron por inmunofluorescencia (IF) y se realizé
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un z-stack de imagen confocal. Se analiz6 el z-stack obtenido utilizando la herramienta informatica FI1JI. El

nucleo se identifico mediante la tincion DAPI (azul). Escala 20 pm. B, C) Cuantificacion de la sefial de IF en

nucleo y citoplasma respectivamente (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparaciéon multiple). D) Razoén

nucleo/citoplasma (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacion multiple).

Expresion y distribucion sub-celular de la histona metiltransferasa G9a en neuronas
de rata en cultivo.

En neuronas de rata se puede ver una gran presencia de G9a a nivel nuclear desde
t=1 DIV, asi como también sefial en el citoplasma (Fig. 12A). Sin embargo, a los 3 DIV se
puede observar una expresion exclusivamente nuclear, que aumenta hacia los 7 DIV y
pareciera mantenerse hacia los 14 DIV (Fig. 12A).

En la Fig. 12B se denota un rapido y significativo incremento en la deteccion nuclear
de G9a entre 1 DIV y 3 DIV, teniendo otro aumento estadisticamente importante hacia los
7 DIV, donde alcanza un plateau. En el citoplasma (Fig. 12C), la expresion es casi
indetectable y no varia en ningin tiempo de cultivo. Como es de esperarse, la razon
nucleo/citoplasma de G9a (Fig. 12D) aumenta significativamente entre 1 DIV y 7 DIV,
manteniéndose elevado en t= 14 DIV, indicando un gran enriquecimiento nuclear debido a

sus altos valores.
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Figura 12. Expresion y distribucion de G9a en neuronas embrionarias de rata (E18.5). A) Las neuronas
embrionarias de rata (N= 3) se cultivaron a 4 tiempos (t)= 1 (n=91), 3 (n=103), 7 (n=85)y 14 (n=70) DIV y
se fijaron con PFA/sacarosa al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y G9a (rojo) se detectaron por
inmunofluorescencia (IF) y se realizo un z-stack de imagen confocal. Se analiz6 el z-stack obtenido utilizando
la herramienta informatica FI1JI. El nucleo se identificé mediante la tincion DAPI (azul). Escala 20 um B, C)
Cuantificacion de la sefial de IF en nucleo y citoplasma respectivamente (ANOVA, test Kruskal-Wallis con
comparacion multiple). D) Razén nucleo/citoplasma (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacion

multiple).

Comparacion del enriquecimiento nuclear de G9a entre neuronas hiPSC y neuronas
de rata.

Para comparar las razones del nucleo/citoplasma entre las neuronas hiPSC y las
murinas, seleccionamos los datos correspondientes al tiempo t= 14 DIV, ya que estos
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representan la maxima razén nucleo/citoplasma detectada en ambos modelos. En la Figura
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13 se observa que el enriquecimiento nuclear de G9a es casi 6 veces mayor que en las
neuronas hiPSC. Esta diferencia significativa sugiere una disimilitud en los modelos

estudiados con respecto al enriquecimiento nuclear de esta enzima.
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Figura 13. Expresion de G9a en el nicleo. Comparacion de la razoén nucleo/citoplasma entre neuronas
embrionarias de rata (E18,5) de 14 DIV (N=3, n= 70) y neuronas hiPSC de 21 DIV (N=4, n= 78) (test Mann-
Whitney).

Caracterizacion de la marca H3K9me2 en neuronas hiPSC y de rata en cultivo.
De igual manera, analizamos simultaneamente la bi-metilacion de H3K9
(H3K9me2) en neuronas hiPSC y de rata. La MPT de histona H3K9me2 es catalizada

principalmente por G9a en neuronas, y es considerada una marca represora de la expresion
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genética (Mozzetta et al., 2014; Roopra et al., 2004; Shinkai & Tachibana, 2011; Tachibana
et al., 2002; Tachibana et al., 2008), fundamental para el crecimiento del axon (Wilson et
al., 2020). En las neuronas hiPSC (Fig. 14A) se observa un incremento progresivo de la
marca en los tiempos analizados (7-21 DIV), alcanzando un maximo significativo a los 21
DIV (Fig. 14B). Por otro lado, en las neuronas murinas (Fig. 15A), se observa un aumento

significativo de H3K9me2 a los 7y 14 DIV con respecto a 1 y 3 DIV (Fig. 15B).
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Figura 14. Expresion y distribucion nuclear de H3K9me2 en neuronas humanas iPSCs. A) Las neuronas
humanas iPSC (N= 1) se cultivaron a 3 tiempos (t)= 7 (n=32), 14 (n=31) y 21 (n=37) DIV y se fijaron con
PFA/sacarosa al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y G9a (rojo) se detectaron por inmunofluorescencia
(IF) y se realizé un z-stack de imagen confocal. Se analizd el z-stack obtenido utilizando la herramienta
informatica FIJI. El nticleo se identifico mediante la tincion DAPI (azul). Escala 20 um. B) Cuantificacion de

la sefial de IF en nucleo (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacion multiple).
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Figura 15. Expresion y distribucion nuclear de H3K9me2 en neuronas embrionarias de rata (E18.5). A)
Las neuronas embrionarias de rata (N= 1) se cultivaron a 4 tiempos (t)= 1 (n=37), 3 (n=46), 7 (n=41)y 14
(n=39) DIV y se fijaron con PFA/sucarosa al 4%. MAP2 (verde, marcador neuronal) y G9a (rojo) se detectaron
por inmunofluorescencia (IF) y se realiz6 un z-stack de imagen confocal. Se analiz6 el z-stack obtenido
utilizando la herramienta informatica FIJI. El ntcleo se identifico mediante la tincion DAPI (azul). Escala 20

um. B) Cuantificacion de la sefial de IF en nucleo (ANOVA, test Kruskal-Wallis con comparacion multiple)

5) DISCUSION

En este trabajo, caracterizamos la expresion los represores transcripcionales REST,
CoREST y G9a durante el desarrollo y crecimiento neuronal, empleando neuronas
embrionarias de hipocampo, aisladas de cerebros de rata, y también humanas, obtenidas por
diferenciacion de iPSC.

De acuerdo con lo antecedentes presentados en este trabajo, sabemos que los
cambios morfoldgicos y bioquimicos que suceden durante la neurogénesis, el crecimiento
axonal, el desarrollo de dendritas y la formacion de las sinapsis, se encuentran sumamente

reguladas. No obstante, gran parte del conocimiento adquirido sobre estos procesos han sido
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estudiado en una gran diversidad de modelos, incluyendo D. melanogaster, C. elegans, M.
musculus, R. norvegicus, entre otros, y no esta claro en qué medida podemos extrapolar a la
especie humana los conocimientos adquiridos en estas especies animales (Zhao and
Bhattacharyya, 2018).

Los resultados obtenidos en este trabajo establecen bases fundamentales para
posteriores estudios ya que, por primera vez, se caracteriza la expresion y distribucion de
REST, CoREST y G9a en neuronas en desarrollo, y se realiza una comparacion simultanea
entre modelos neuronales de humano y de rata. Las similitudes y diferencias encontradas
entre modelos definen un marco bioquimico y temporal para indagar sobre posibles

mecanismos de regulacion conservados o divergentes entre estas dos especies.

Expresion y distribucion del factor REST en neuronas hiPSC y de rata

La vision tradicional sobre la expresion del represor transcripcional REST establece
que éste se silencia durante la neurogénesis, alcanzando niveles bajos a indetectables en
neuronas post-mitoticas (Ballas ef al., 2005). Sin embargo, una adecuada caracterizacion de
su expresion en neuronas post-mitoticas no ha sido reportada. Nuestros resultados sefialan
que REST se expresa y enriquece nuclearmente tanto en neuronas humanas como en
neuronas de rata. Los datos reportados en este trabajo confirman que la expresion de este
factor en los primeros estadios de desarrollo es baja. Sin embargo, REST incrementa tanto
su expresion como localizacion nuclear una vez que la neurona alcanza madurez morfoldgica
y fisioldgica (14 y 21 DIV, neuronas de rata e hiPSC, respectivamente) (Fig. 5B, D; Fig. 6B,
D). Ademas, la comparacion del enriquecimiento nuclear entre ambos modelos alcanza
maximos equivalentes (Fig. 7). Es fundamental destacar que la relacion en la que REST se
encuentra enriquecido a nivel nuclear no presenta diferencias entre las especies estudiadas,
sugiriendo un fendmeno conservado entre ambos modelos.

Estudios recientes sefialan que REST es un marcador de envejecimiento del cerebro
humano en condiciones fisioldgicas (Lu et al., 2014; Zullo et al., 2014). Su ausencia,
detectada en individuos afectados con la enfermedad de Alzheimer en forma esporadica, se
asocia al aumento de muerte neuronal por apoptosis (Lu et al, 2014). Por lo tanto, se
considera a REST un factor neuroprotector ante el envejecimiento y la neurodegeneracion
humana. En contraparte, cerebros de raton envejecidos no parecen re-expresar REST durante
la senescencia, sugiriendo mecanismos especie-especificos (McGann ef al., 2021).

Los resultados presentados en este trabajo se suman a las evidencias sobre la re-

expresion de REST en neuronas post-mitoticas, por fuera del proceso de neurogénesis. En
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efecto, nuestros datos sefialan que REST no solo se expresa durante el envejecimiento, sino
también durante la fase de crecimiento y maduracion de la neurona en desarrollo. El
enriquecimiento nuclear de REST fue detectable neuronas de rata y derivadas de hiPSC al
cabo de 14 y 21 DIV, respectivamente (Fig. 6D; Fig. 5D). Es decir, REST se acumula
nuclearmente solo después de la definicion del compartimento axonal y dendritico en ambos
modelos de estudio (Wilson et al., 2020; Lindhout et al., 2020), sugiriendo funciones
nucleares por fuera de esta fase del desarrollo. Por lo tanto, resulta interesante cuestionarnos
la dinamica temporal de la expresion de REST durante la larga vida de la neurona, y plantear
interrogantes sobre cudles son las funciones post-mitoticas de este represor, la dinamica
temporal de expresion, aumentando y/o disminuyendo su presencia en ciertas etapas de la
vida. Finalmente, sera materia de futuras investigaciones indagar en la contribucion de

REST en el crecimiento neuritico y/o sobrevida de estas células.

Expresion y distribucion del factor COREST en neuronas hiPSC y de rata

CoREST, inicialmente descrito como un correpresor asociado a REST (Andrés et al.,
1999), es conocido por su rol en neuronas post-mitéticas de embriones de rata y raton,
favoreciendo la migracién cortical de €stas, aunque también se sabe que puede trabajar en
forma independiente (Quereshi ef al., 2010). Si bien se sabe que CoREST se expresa en
neuronas de rata post-mitdticas, la dindmica de su expresion no ha sido caracterizada en
neuronas en desarrollo humanas o murinas, asi como tampoco su enriquecimiento nuclear.
Nuestros resultados evidencian que la expresion de CoREST difiere entre neuronas hiPSC y
de rata. Es fundamental destacar la relevancia de este dato, ya que nos permite sugerir
diferencias interespecificas con respecto a este factor y su funcion.

En el caso de las neuronas humanas, la expresion y distribucion nuclear de CoOREST
entre t= 7 y 21 DIV es relativamente baja (Fig. 8A, B). En contraste, su expresion y
distribucion citoplasmatica tiene a aumentar a lo largo del tiempo del cultivo (Fig. 8C). Algo
que captd nuestra atencion, es que la distribucion no se limita a la region somatica. En este
sentido, también detectamos la presencia de CoREST en dendritas MAP2+, abriendo un
campo exploratorio con respecto a la funcion de éste fuera del nucleo (Fig. 8E, F).

La dindmica de expresion y distribucion de CoREST en neuronas hiPSC contrasta
con lo observado en el modelo de rata, donde su expresion aumenta progresivamente entre
t=1 y 7 DIV, con una distribucion principalmente nuclear (Fig. 9B). Sin embargo, a los 14
DIV este patrén de expresion y distribucion se modifica, aumentando su presencia en el

citoplasma y disminuyendo en el nucleo (Fig 9C-D). Esto nos lleva a preguntarnos qué rol
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puede tener CoREST fuera del nucleo en ambos modelos, si dicho rol citoplasmatico es
conservado entre las especies, expresandose quizas en distintos momentos (en neuronas
murinas a partir de los 14 DIV), y si esta funcion extra nuclear (no genémica) puede estar

vinculada o ser similar al que podria tener en las neuronas humanas.

Expresion y distribucion de la HMT G9a en neuronas hiPSC y de rata

En este trabajo también caracterizamos la expresion y distribucion de la histona metil
transferasa (HMT) G9a en neuronas hiPSC y de rata. Al igual que CoREST, tanto la
expresion como la distribucion neuronal de G9a difiere entre los modelos estudiados. Como
se habia descripto previamente, la presencia de G9a en neuronas murinas se limita al ntcleo
(Fig. 12B, C), probablemente por su actividlad HMT. Sin embargo, tanto las imagenes
representativas y las cuantificaciones realizadas sugieren que G9a no se restringe al area
nuclear en neuronas hiPSC dentro de la ventana temporal que abarca este estudio (7-21 DIV)
(Fig. 11B, C), como si sucede en las neuronas de rata, sugiriendo también una diferencia
interespecifica.

Podemos hipotetizar que la presencia de G9a en citoplasma en las neuronas humanas
se debe a su sintesis o probable retencion antes de translocar al nucleo. Sin embargo, no se
observa un enriquecimiento nuclear de este factor a medida que el cultivo evoluciona. Por
el contrario, los resultados sugieren que a los 21 DIV ocurre una disminucion en la relacion
nucleo/citoplasma de G9a, lo que nos lleva a plantearnos las siguientes incognitas: ;podria
G9a estar siendo exportada desde el nucleo hacia el citoplasma?, ;requiere de alguna
modificacion o sefial quimica para translocar al nicleo?, jexiste un mecanismo regulatorio
que retenga a G9a en el citoplasma, impidiendo su ingreso al nucleo en estos estadios?
(sucede el enriquecimiento nuclear de G9a en otro momento del desarrollo (por ejemplo,

después de los 21 DIV)?

Analisis de los niveles de metilacion de H3K9 en neuronas hiPSC y de rata

Nuestros resultados sefialan que la marca represora H3K9me?2 se enriquece en ambos
modelos neuronales (humano y rata) (Fig. 14B; Fig. 15B) Sin embargo, las diferencias en
cuanto al enriquecimiento nuclear de G9a entre especies abre preguntas respeto a los
mecanismos que catalizan la bimetilaciéon de H3K9. Considerando que el enriquecimiento
nuclear de G9a en neuronas hiPSC es muy inferior al observado en neuronas de rata, cabe
preguntarse si solo basta G9a en neuronas hiPSC para mantener la marca H3K9me2, o si

ademas habra otros factores implicados.

43



Es importante destacar que en ambos modelos se observa un aumento de H3K9me?2
conforme avanza el desarrollo del cultivo neuronal. En el caso de las neuronas humanas, el
maximo valor se alcanza a los 21 DIV (dentro de la ventana de tiempo estudiada en este
trabajo). En los tiempos anteriores (t= 7 y 14 DIV), la sefial de H3K9me2 es relativamente
baja y no se observan cambios significativos. En las neuronas murinas, la bimetilacion es
evidente en el nticleo a 7 DIV manteniéndose asi hasta los 14 DIV.

La dindmica de metilacion H3K9me2 cobra sentido cuando la comparamos con la
expresion de REST en ambos modelos. En las neuronas humanas, el enriquecimiento nuclear
progresivo de REST a lo largo del cultivo podria contribuir a reclutar la maquinaria necesaria
para la metilacion de H3K9. Estos datos que concuerdan con resultados previos que explican
la interaccion de REST, CoREST y G9a y su funcién en la bimetilacion de H3K9 en
neuronas murinas.

No obstante, la homeostasis de H3K9me2 en neuronas hiPSC podria estar mediada
también por otros factores como LSD1, un factor de transcripcion que se une a CoREST y
es necesario para la desmetilacion (Shi ef al., 2005; Foster ef al., 2010), ya que CoREST y
G9a no se enriquecen nuclearmente como si sucede en neuronas de rata. Para comprobar si
REST y G9a forman un complejo destinado a regular la homeostasis de H3K9me?2, seria
oportuno realizar estudios de interaccién, ya sea a través de un ensayo de co-
inmunoprecipitacion o microscopia FRET (fluorescence resonance energy transfer).
También se podria inhibir genética o farmacologicamente REST, por un lado, y G9a por
otro, y luego analizar la homeostasis de la marca H3K9me2. Actualmente, nuestro

laboratorio esta explorando estas hipotesis.

6) CONCLUSION

Nuestros resultados sugieren que, contrariamente a la vision predominante del
campo, REST si se expresa en neuronas post-mitdticas tanto de origen humano como de rata.
Sin embargo, su expresion es progresiva; desde niveles bajos a indetectables en tiempos
tempranos (1 y 7 DIV, rata y humano respectivamente) hasta enriquecerse nuclearmente (14
y 21 DIV, rata y humano respectivamente). En este sentido, este trabajo llena un vacio en la
biologia del represor REST, sefialando que las neuronas lo expresan intrinsecamente durante
el crecimiento temprano, alcanzando maximos solo luego de que las neuronas se han
polarizado. Ademads, destacamos la expresion de REST en neuronas post-mitoticas como un
fenomeno conservado entre especies, y sustenta su posible implicancia en la

neuroproteccion.
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En cuanto a CoREST y G9a, observamos diferencias interespecificas en su expresion
y distribucion. Los hallazgos realizados en nuestro laboratorio sugieren una distribucion y
expresion diferencial para G9a entre los modelos, y una funcidon extra-nuclear
potencialmente distinta para COREST en neuronas humanas y murinas, lo que abre un campo
exploratorio sobre su funcion y regulacion especificas. Estos resultados podrian sugerir
diferencias interespecificas en la regulacion de la bimetilacion de H3K9, aunque es necesario
indagar en detalle esta hipdtesis.

En conjunto, nuestros resultados proporcionan una caracterizacion extensiva sobre
la expresion y distribucion de REST, CoREST y G9a durante el neurodesarrollo humano y
de rata. Este marco biologico sera fundamental para llevar a cabo futuras investigaciones
destinadas a comprender los mecanismos subyacentes de la regulacion epigenética en el

desarrollo neuronal y su implicacion en la salud y la enfermedad.
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