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SUMARIO

Existe una necesidad urgente de obtener hepatocitos funcionales a
partir de células no hepaticas para su aplicacion en estudios
farmacotoxicolégicos, patofisiolégicos o en terapia génica. En esta tesis
doctoral se muestra la conversién directa de fibroblastos embrionarios
de ratén a células con morfologia y fenotipo similares al hepatocito
mediante la expresidn retroviral de seis factores de transcripcidn
hepaticos, Hhex, Gata4, Foxa2, HNF4a HNFla y HNF6. Los fibroblastos
infectados mantenidos durante 3-4 semanas en cultivo adquieren una
morfologia epitelial y expresan genes tipicamente hepaticos como
Albumina, Cyp7al, Tat o Slcl0al a niveles préximos al hepatocito.
Durante la manipulacién de los fibroblastos mediante la expresion de los
factores de transcripcion ya mencionados, observamos que el factor de
transcripcidn Gatad es capaz de bloquear la reprogramacion a células
pluripotentes inducidas. La expresién de Gata4 junto con los factores de
reprogramacion a pluripotencia, Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc, impide la
induccion de Nanog en los fibroblastos en reprogramacion. La ausencia
de Nanog conlleva la imposibilidad de transitar desde la fase de
iniciacion a la fase de maduracién de la reprogramacion. En esta tesis
describimos como Gata4 es capaz de unirse directamente a un regulador
distal (ECR 1V) del gen Nanog e inhibir su transcripcion, causando un
bloqueo permanente en la reprogramacién a pluripotencia. Los
resultados de esta tesis no solo tienen implicaciones en los estudios de
la reprogramaciéon sino también en el descifrado de las redes
transcripcionales que permiten la segregacién del endodermo primitivo
de las células de la masa celular interna durante el desarrollo
embrionario.
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La reprogramacién celular se puede definir funcionalmente como la
conversion de un tipo celular diferenciado en otro distinto. Sin embargo,
también implica una remodelacion completa de su epigenoma.

Para facilitar la lectura de esta tesis, hemos diferenciado entre dos tipos
de conversidn celular, la reprogramacion celular a la pluripotencia,
también denominada reprogramacién de células somaticas, y la
transdiferenciacién.

1.1.1. Desarrollo histdrico

El descubrimiento de que las células diferenciadas pueden ser
reprogramadas a otro tipo celular ha sido un largo proceso que abarca
casi 100 afios. En esta seccion realizaremos un breve viaje por los
momentos clave que han culminado con la concesién del premio nobel
de medicina y fisiologia 2012 a los doctores John B. Gurdon y Shinya
Yamanaka por sus estudios en la reprogramacion celular y células madre
(Figuras 1.1, 1.2).

1.1.1.1. La reprogramacion celular a la pluripotencia

La reprogramacion a la pluripotencia se produce cuando una célula
somatica adulta se convierte en una célula pluripotente [1]. Aunque los
experimentos del Dr. Yamanaka supusieron un empuje extraordinario a
este fendmeno y sus posibilidades en investigacion y terapias
regenerativas, el estudio de la reprogramacidon comenzd hace casi 100
afos. A continuacién se detallan los hitos mas importantes en el
descubrimiento y desarrollo de la reprogramacién celular a la
pluripotencia culminada con el descubrimiento de las células
pluripotentes inducidas o iPSC [2].
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1.1.1.1.1. La reprogramacion nuclear

En 1918, Hans Spemann se preguntd hasta cuando el nucleo de las
células de un zigoto en division permanecia totipotente. Spemann
realizd una constriccion de un embridn de salamandra de 2 células y de
16 células rodeandolo por la linea media con un pelo de bebé. Cada una
de las mitades generd un animal viable, demostrando que el nucleo
permanece totipotente durante al menos 4 divisiones. En 1952 se
desarrollé la técnica de trasplante nuclear, utilizando Rana pipiens [3].
Briggs y colaboradores demostraron que el nucleo de una célula del
blastocisto de rana, trasplantado a un oocito enucleado de rana, daba
lugar a un renacuajo completamente desarrollado. Por el contrario, si el
nucleo provenia de una célula de la gastrula, disminuia sensiblemente la
eficiencia del proceso. Este estudio revela que el nucleo de un
blastocisto en divisién permanece totipotente hasta la fase de
gastrulacién. Gurdon vy colaboradores, utilizando Xenopus Laevis,
demostraron que el nucleo de una célula epitelial adulta completamente
diferenciada era capaz de generar animales adultos fértiles, al
trasplantarlo a oocitos enucleados [4, 5]. Fueron necesarios 30 afios mas
de estudios hasta que se desarrollé la primera clonacién en mamiferos.
lan Wilmut y colaboradores crearon la oveja Dolly después de
trasplantar el nucleo de células epiteliales en cultivo en oocitos
enucleados [6]. Del compendio de estos experimentos se obtuvo la
conclusiéon que el ndcleo de una célula diferenciada mantiene la
informacién necesaria para generar un individuo completo.

1.1.1.1.2. Derivacion de las células pluripotentes embrionarias

La pluripotencia se define como la capacidad que tiene una célula de
diferenciarse a células de cualquiera de las 3 capas embrionarias:
endodermo, mesodermo o ectodermo [7]. Sin embargo, estas células no
son totipotentes puesto que por si solas no pueden originar un
organismo adulto, debido a que no tienen la capacidad de formar tejidos
extraembrionarios como la placenta. Las células pluripotentes
embrionarias (ESC) son células derivadas de la masa celular interna
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(ICM) del embrién [8]. En 1981 se establecieron las primeras lineas de
ESC de ratdn [9, 10] y en 1998 las primeras lineas humanas [8]. El hecho
de que las ESC pueden diferenciarse in vitro a un enorme numero de
distintos tipos celulares, permitid la identificacién de factores de
transcripcidn esenciales en el mantenimiento de su fenotipo, como Oct4
[11].

1.1.1.1.3. Reprogramacion celular por heterocariosis

El andlisis de los heterocariontes (células que contienen nucleos
genéticamente distintos) entre células madre embrionarias y varios tipos
de células somaticas, tuvieron un fuerte impacto en el posterior
descubrimiento de las iPSC. La fusion entre ESC y células T indujo la
reprogramacion parcial del nucleo de la célula diferenciada hacia un
fenotipo pluripotente [12]. La observacidon de la dominancia de las
células madre en los heterocariontes sugirid la posibilidad que tanto las
células madre como los oocitos contienen factores de accién trans
capaces de reprogramar el nucleo de las células somaticas.

1.1.1.1.4. La reprogramacion celular mediante la expresion de factores de
transcripcion especificos

El laboratorio del Dr. Yamanaka publicé en 2006 la reprogramacion de
fibroblastos de ratén a iPSC (del inglés induced pluripotent stem cells)
mediante la sobreexpresién retroviral de tan sélo cuatro factores de
transcripcidon, Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc [2]. Este estudio y otros
posteriores determinaron que las iPSC eran funcionalmente idénticas a
las ESC, i.e. puede ser diferenciadas a células adultas de cualquier linaje
celular [13-15]. (Ver también apartado 1.1.2).
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Reprogramacion a
|a pluripotencia

Celulas madre
embrionarias

Clonacion
en
animales

Factores
de
Crecimiento

Transcriptasa
reversa y vectores
retrovirales

Ingenieria
genética
en ratones

2000
Takahasiy Yamanaka describen la generacion de
células madre pluripotentes inducidas (iPS) a partir
de fibroblastos de ratdn transducidos con una
combinacidn de 4 factores de transcripcidn

2007
Takahasi, Yamanakay Yu et al.
generaniPS humanas

1964
Kleinsmith y Pierce muestran la
pluripotencialidad del carcinoma

Evans, Kaufmany Martin
consiguen lineas de células

1981 1998
Thomson et al. desarrollan

lineas de células madre

embrionario madre embrionarias de raton embrionarias humanas
1955 1958 1997 2002

Kingy Briggs generan || Gurdon obtiene ranas Wilmut et al. creana Hochedlinger y
Tenacuajos a partir de adultas a partir de Dolly mediante Jaesnich generan

niicleos celulares niicleos de renacuajos || clonacion de células de ratones desde
transplantadosen ovejaen cultivo linfocitos By T de

hlastocistos ratones adultos.

1951 1988

Levi-Montalcini y Hamburguer descubren un factor
soluble que induce el crecimiento de células

Smith et al. y Williams et al. identifican el LIF como
estimulador de crecimiento e inhibidor defa

nerviosas diferenciacion de meSC.
1970 1984
Temin y Balimore descubrenla transcriptasa Cepko et al. desarrollan la tecnologfa de los vectores
reversaen laboratorios independientes retrovirales
1988 1988 1989 1994
Picard et al. muestran la Goosenet al. Capecchi, Kdllery Guet al. demuestranla
inducibiliad de muestran|a activacion || Smithies descubrenla deleccion condicional
proteinas de fusion con transcripcional por recombinacion de genes mediante la
el receptor de tetraciclinas en células [ homéloga en ratones tecnologia Cre-LoxP
estrogenos de mamifero

Figura I.1. Principales acontecimientos en el desarrollo de la reprogramacién de células somaticas
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1.1.1.2. La transdiferenciacion

La transdiferenciacidon es el proceso por el cual una célula somadtica
madura se transforma en otra célula somatica madura de distinto linaje
celular sin pasar a priori por estadios intermedios pluripotentes [16-18].
Brevemente destacamos los descubrimientos mas importantes en el
desarrollo de este proceso.

1.1.1.2.1. Transdeterminacion

A finales de los afios 60 se descubrid que células aisladas de un disco
imaginal especificado en Drosophila, al ser trasplantadas a otros discos
imaginales distintos del de su procedencia, pueden cambiar su destino
celular [19]. Las células de los discos imaginales son susceptibles a
sefiales ambientales que pueden alterar su destino. [20]. Estudios
posteriores demostraron que la expresion ectdpica de Pax6 puede
inducir la formacién del ojo en distintos apéndices de la mosca [21].
Similares efectos se relataron en distintos experimentos con miembros
de la familia de genes homeobox Hox [22]. Estos experimentos
demostraron que algunos genes controlan el disefio del cuerpo del
embrion a lo largo del eje antero-posterior. Estos genes estan situados
normalmente en clusters. El orden lineal que tienen los genes en el
cluster esta directamente relacionado con el orden de las regiones del
embrion. Debido a esta relacion lineal, los cambios o mutaciones en uno
de estos genes afectaran exclusivamente a la region del embrién que
controla este gen [23]. Aunque estos experimentos no esclarecen si
estos reguladores maestros, mas tarde denominados factores de
transcripcidn, actdan Unicamente en progenitores o son capaces
también de reprogramar células diferenciadas, si ponen de manifiesto la
existencia de reguladores maestros que determinan el desarrollo normal
del embrion.
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1.1.1.2.2. Estudios en heterocariontes

Otra linea de investigaciéon en heterocariontes mostré que genes
reprimidos en células diferenciadas podian reactivarse mediante fusién
celular. La Dra. Helen Blau fusioné amniocitos humanos con células
musculares de ratédn vy, sorprendentemente, 48 horas después se
reactivaron genes musculo-especificos humanos bajo condiciones donde
no habia replicacion de DNA [24]. En experimentos posteriores se
obtuvieron resultados similares con hepatocitos y queratinocitos
humanos fusionados con células musculares de ratén donde ademads se
observd que la dosis relativa de factores nucleares dirigian la direccion
de la diferenciacion [25]. En estos trabajos y otros posteriores se pone
de manifiesto que el ndcleo de una célula diferenciada puede
reprogramarse de manera que se comporte fenotipicamente como una
célula de un tipo celular distinto [26].

1.1.1.2.3. Transdiferenciacion inducida por factores de transcripcion:
MyoD

Durante el estudio del efecto de fadrmacos sobre fibroblastos 10T1/2 en
cultivo, el Dr. Peter Jones descubrié que la 5-azacitidina, convertia los
fibroblastos en un enorme sincitio de células multinucleadas de tipo
muscular [27]. Mas tarde se descubrié que la 5-azacitina era en realidad
un inhibidor de la metilacion de DNA [28] que inducia la aparicidn de un
MRNA responsable de su actividad [29]. Un afio después se identificd
este mMRNA como el que codificaba para el factor de transcripcién MyoD.
De hecho la expresién del cDNA de MyoD en fibroblastos 10T1/2 los
reprograma a mioblastos [30, 31].

Este es el primer caso en el que un factor de transcripcion consiguid
transdiferenciar un tipo celular adulto en otro sin pasar por
intermediarios  pluripotentes, abriendo asi la puerta a la
transdiferenciacién de células somaticas adultas mediante la expresion
de factores de transcripcion tejido-especificos.
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1987 1995 2004 2008 2010
Davis, Weintraub Kulessaet al. Xie etal. ZTouetal, Vierbuchen y
y Lassar Transdiferencian || Transciferencian || Transdiferencian Wernig
. . demuestranque || aprogenitoresde (| células B maduras || células exocrinas convierten
Transtiferenciacion se pueden células amacrofagos acélulas fibroblastosen
convertir sanguineas endocrinas Neuronas
fibroblastos a pancreaticasin
misculo vivo
1979
Metilacién del Taylony Jones inducen a diferenciacion de una linea celular mesenquimal a mdsculo,
ONA concroblastos y adipocitos, mediante un inhibidor de fa metilacion del DNA (5-Azacitidina)
Fact 1961 1967
actores JacobyMonod describen Ptashne demuestra que el represor del fago
de el modelo Operon Lamhda se une a secuencias de DNA especificas
transcripcion
1976 1983
Miller y Ruddle demuestran que las células del Blauet al. encuentran que genes misculo-
Heterocariontes carcinoma embrionario, fusionadas con células del || especificos silenciados pueden ser reactivados en
timo, son dominantes heterocariontes.
1976 1984
Stehelin et al. descubren el origen celular delos Beug et al. demuestran que los oncogenes pueden
Oncogenes oncogenes retrovirales bloguear la diferenciacion
1962-1968
Trans- Hadornet col. demuestran gue los discos imaginales de Drosophilo pueden someterse atransdeterminacion
determinacion

Figura 1.2. Principales acontecimientos en el desarrollo de la transdiferenciacién
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1.1.2. La reprogramacion de fibroblastos a células pluripotentes
inducidas (iPSC) usando factores de transcripcion especificos

La reprogramacion de células diferenciadas a células pluripotentes
inducidas (iPSC), morfoldgica y funcionalmente idénticas a las células
embrionarias pluripotentes, es sin duda uno de los mayores hitos
cientificos de los ultimos afios (Nat Methods Vol 7, “Method of the year
2009”; Premio Nobel en Medicina y Fisiologia 2012). Esta tecnologia
permite obtener mediante la expresion de factores de transcripcion
especificos, lineas de células pluripotentes de cualquier individuo a
partir de fibroblastos de su piel abriendo asi las puertas a la medicina
regenerativa personalizada. Ademas, permitiria obtener células
mutantes de individuos afectados de enfermedades congénitas que en
otro caso seria imposible (p.e. células nerviosas de un individuo con
enfermedad de Huntington) y llevar a cabo estudios de caracterizacion y
busqueda de farmacos adecuados.

Otro aspecto importante de las iPSC es que permiten caracterizar los
mecanismos subyacentes en el establecimiento y mantenimiento de la
pluripotencialidad. Sirva como ejemplo que en el periodo 2002-2003 se
publicaron tres trabajos en los que se acuid el término “stemness” o
genes que caracterizaban a una célula como pluripotente [32-34]. En
todos estos trabajos se realizaron microarrays de células madre
embrionarias, células madre neurales y células madre hematopoyéticas,
en busca de genes clave de la pluripotencia. Sin embargo, en cada
estudio por separado, se obtuvieron listados de genes stemness
completamente distintos de los listados de los otros estudios (tan solo 1
gen era comun a los 3 listados) [35]. Las iPSC nos ofrecen un marco
excepcional para determinar de una manera funcional cuales son los
genes que determinan que una célula sea pluripotente y cémo afecta la
presencia de otros genes “coadyuvantes”.
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1.1.2.1. Factores de reprogramacion y métodos de expresion

Como hemos mencionado anteriormente, el laboratorio del Dr.
Yamanaka consiguio reprogramar fibroblastos de ratén a iPSC mediante
la expresién de 4 factores de transcripcidon: Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc
(OKSM). Este primer experimento dio pie a una plétora de publicaciones
en las que se modificaban los factores empleados. En la siguiente tabla
se detallan las algunas combinaciones utilizadas en estos ultimos afios
gue difieren de la reprogramacion clasica

Factores Origen Referencia
OKS/M + Shp53 Humano y Ratdn [36]
0S, Nanog, Lin28 Humano [37]
Células madre
OK , (38]
neurales Ratén

OKS+ Utf1 Humano [39]
OKS+Sall4 Humano y Ratén [40]

OKSM + Pax5 shRNA + .
Ratdn [41]

Cebpa
OKSM+ Glisl Humano y Ratén [42]
mir-302a/b/c/d Humano [43]
mir302b/c/a/d/367 Ratdn [44]
mir-200c+mir-
302b/c/a/d/367+mir- Humano [45]
369-3p, -5p

OKSM+mir-200b +mir- i

Ratdn [46]
200c

También ha habido modificaciones significativas respecto al método de
expresion de los diferentes factores de reprogramacion. De hecho, una
vez se constatd que la reprogramacion a pluripotencia implicaba el
silenciamiento de los transgenes, se pudo emplear métodos de
expresion transitorios. A continuacién realizaremos una breve
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descripciéon de los vectores utilizados hasta la fecha para la
reprogramacion a iPSC.

Vectores retrovirales

Los vectores retrovirales son de gran utilidad en la reprogramacion
celular. Los retrovirus poseen unas secuencias repetidas en su genoma
cientos o miles de veces (LTR). Estas secuencias flanquean genes
funcionales y son utilizadas por los retrovirus para insertar sus
secuencias génicas en el genoma del hospedador. Si clonamos el cDNA
de los factores de reprogramacién en la zona que se encuentra
flanqueada por los LTR 5’ y 3’ del retrovirus, conseguiremos una alta y
estable expresion de los transgenes. Estos LTR tienen actividad
promotora en muchas células somaticas, sin embargo, su actividad
transcripcional se reprime en células pluripotentes a través de
modificaciones epigenéticas como la metilacion de DNA e histonas. Por
tanto, durante el proceso de reprogramacion, la expresidon exdgena de
los factores de transcripcion es gradualmente silenciada. Este
silenciamiento correlaciona con la calidad de las iPSC, si se produce el
silenciamiento en la fase de maduracién las iPSC son de mejor calidad
que si se produce el silenciamiento retroviral en la fase de estabilizacion
[47].

Vectores lentivirales

Los lentivirus son retrovirus capaces de infectar tanto células en divisién
como quiescentes. Los factores de transcripcion insertados mediante
lentivirus muestran una alta expresién y estabilidad al igual que los
retrovirus. Generalmente son mds resistentes al silenciamiento en
células pluripotentes que los retrovirus. La adaptacion de sistemas de
expresion inducibles a los lentivirus [48] fueron especialmente utiles
para la investigaciéon bdsica de los eventos que ocurren durante la
reprogramacion.
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Virus Sendai

El virus Sendai es un virus de RNA(-) monocatenario. Este virus se replica
en el citoplasma, por tanto tedricamente no existe integracién viral en el
genoma del hospedador. Al clonar los genes que codifican para los
factores de reprogramacion en este virus obtenemos una alta y estable
expresion de los factores de reprogramacién en las células infectadas
[49]. Sin embargo, se ha demostrado que, utilizando este vector, las iPSC
reprogramadas pueden contener el genoma viral incluso después de un
largo periodo en cultivo [50]. Para eliminar el virus Sendai de las iPSC se
han desarrollado mutantes del virus Sendai sensibles a la temperatura
[51]. En otra estrategia para eliminar el virus se utilizaron siRNA contra
la secuencia de RNA viral, obteniendo las primeras iPSC sin integracién
viral [49].

Vectores basados en el transposdn piggyBac

El transposdn piggyBac es un elemento genético moévil que
eficientemente se transpone entre vectores y cromosomas via “cortar y
pegar”. Durante la transposicién (transferencia de material genético) la
PiggyBac transposasa reconoce las ITR (secuencias repetitivas terminales
de DNA invertidas) localizadas a ambos lados (5’ y 3’) del transposén y
mueve todo el contenido que flanquean estas ITR, del vector donde se
encuentra el transposén, al genoma del hospedador en los sitios TTAA.
El vector transponible piggyBac puede realizar una integracion de los
factores de reprogramacién dentro del genoma de la célula infectada. La
insercién piggyBac puede ser escindida del genoma de las iPSC formadas
utilizando la transposasa. Aunque la escision de multiples transposones
piggyBac es muy laboriosa, es posible combinar un sistema de
transcripcion inducible por doxiciclina con un vector piggyBac
generando iPSC humanas y de ratdn sin rastro de integracién de los
vectores de reprogramacion [52].
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Vectores plasmidicos episomales

Los episomas son los equivalentes eucaridticos a los plasmidos
bacterianos. En general, en eucariotas, los episomas son moléculas
circulares cerradas de DNA bicatenario. Los episomas son mantenidos de
manera estable y replicados en el nucleo celular sin integrarse en el
genoma del hospedador. Por tanto, se les puede considerar unidades
extracromosdmicas replicantes que funcionan auténomamente en el
nucleo de la célula hospedadora sin insertarse en el genoma.

En 2008 se generaron iPSC de ratdn utilizando vectores de expresion
plasmidicos con una eficiencia muy baja [53]. Inicialmente se discutid
que esta infima eficiencia era debida a la inestable expresion de los
factores de reprogramacion desde plasmidos. Para solucionar este
problema Yu et al. utilizaron un sistema de amplificacion de plasmidos
episomales y generaron iPSC humanas [37]. Los vectores episomales
que utilizaron tenian un elemento regulador en cis oriP y un elemento
en trans EBNA1 (Epstein-Barr nuclear antigen-1) procedentes del virus
de Epstein-Barr. Estos elementos conferian a los pldasmidos la capacidad
de replicarse extra-cromosdémicamente, una vez por cada ciclo celular.
Esto hace posible obtener iPSC sin integracion gendmica. Sin embargo al
ser vectores basados en DNA, la integracién gendmica siempre puede
ocurrir a baja frecuencia.

Introduccion directa de RNAs sintéticos.

La introduccién directa de mRNAs sintéticos que codifican para los
factores de reprogramacion ha conseguido inducir iPSC con alta
eficiencia [54]. Los mRNAs utilizados en este estudio fueron creados
mediante reacciones de trascripcion in vitro. Para superar la respuesta
antiviral de las células transfectadas de este modo, el mRNA sintético
fue sujeto a varias modificaciones [54]. Como los mRNA se degradan
rdpidamente se pueden aislar facilmente iPSC sin integraciones
gendmicas. Sin embargo los procedimientos para la modificacién de RNA
son complicadas. Ademas el método requiere transfecciones diarias
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durante dos semanas para mantener un elevado nivel de expresion
6ptimo de los factores de reprogramacion.

Otros RNA que también se han utilizado en la generacion de iPSC son los
microRNAs [45]. Un microRNA (miRNA) es un RNA monocatenario, de
una longitud de entre 21 y 25 nucledtidos [55]. La maduraciéon de
miRNAs implica la escision secuencial de transcripciones primarias
llamadas pri-miRNAs que muestran una estructura tallo-lazo (stem-loop),
donde se encuentran las secuencias de miRNA maduros [56]. El
microprocesador estd formado por dos enzimas llamados Drosha vy
DGCR8 [57]. La enzima nuclear RNasa Ill (Drosha) es la encargada de
cortar el pri-miRNA y generar precursores intermedios con una
morfologia de horquilla (hairpin) denominados pre-miRNA (60-80 pb)
[58]. Una vez en el citoplasma el pre-miRNA es reconocido por un
complejo heterotrimérico compuesto por la RNasa DICER, la proteina de
unién a RNA TRBP y la proteina argonauta (Ago) [59]. DICER corta dicho
sustrato a 22 nucleédtidos de distancia del corte de Drosha, generando
asi el duplex miRNA maduro [60]. Un mRNA puede ser diana de
multiples miRNA distintos. Cada uno de estos miRNAs tiene la capacidad
de regular la expresion de cientos incluso miles de mRNAs [61].

Asi la regulacion mediante miRNAs representa un extenso mecanismo
de modulacion de la expresién génica y por ello son candidatos a
considerar para utilizar en reprogramacién celular. Es mas, en los
ultimos afios se ha conseguido reprogramar a iPSC con una combinacién
de miRNAs maduros [45] sin la utilizacion de los factores clasicos OKSM.

La Figura 1.3 resume los métodos de transfeccion empleados en la
reprogramacion a iPSC [2, 53, 54, 62-64].
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Figura 1.3. Estrategias empleadas en la reprogramacién de células somaticas

Las dos mayores limitaciones para trasladar la tecnologia iPSC a la clinica
es la baja eficiencia de la reprogramacion y la seguridad de las iPSC, esto
es, libres de vectores y transgenes.

El rango de eficiencia en la reprogramacién varia entre un 0.000006%
[63] y 2.5% [65], probablemente como consecuencia de los diferentes
métodos de calculo empleados [66]. La bajisima eficiencia del proceso se
atribuyé inicialmente a que la integracién de los retrovirus era aleatoria
y determinaba la susceptibilidad a la reprogramacién. Sin embargo la
hipétesis fue rechazada cuando se reprogramaron MEF con métodos de
expresion no integrativos y no se observaron mejoras en la eficiencia de
la reprogramacion [37]. Mas tarde se postuld la hipdtesis de que la
variable estocdstica del proceso derivaba de la variabilidad en la
expresion relativa de los diferentes factores, de manera que, sélo
aquellas células infectadas que alcanzaban un determinado nivel de
expresion de cada factor de transcripcion exdgeno conseguian
reprogramarse. Para investigar esta hipdtesis se generaron ratones
guiméricos a partir de iPSC, en los que todas sus células contenian un
cassette inducible por doxiciclina que regulaba estrictamente la
expresion de los factores OKSM dispuestos en tdndem. Se extrajeron
MEF de estos ratones y se indujo la reprogramacion mediante la adicion
de doxiciclina para crear iPSC secundarias. Aunque inicialmente se
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constatd una eficiencia de reprogramacién del 1-3% [67], analisis
posteriores demostraron que aproximadamente un 100% de las células
se reprogramaban [68]. La divergencia procedia del procedimiento de
analisis, mientras Wernig lo determinaba a las dos semanas, Hannah
prolongd el estudio hasta las 18 semanas. Este resultado sugiere que no
existe un subtipo de células susceptible de ser reprogramada, sino que la
reprogramacion tiene lugar cuando, a parte de expresarse los factores
de reprogramacion, se dan unas condiciones especificas de status
epigenético y ciclo celular entre otros. Es decir, la reprogramacién no es
estocastica por la existencia de subtipos celulares, sino que viene
determinada por la estocastica asociada al momento en que se produce;
por ello, cuanto mas tiempo transcurre desde la induccidon de la
reprogramacion, es mas probable que se den las condiciones apropiadas
y mas colonias de iPSC se generaran.

Los vectores basados en métodos de integracién gendmica pueden
inducir la reprogramacion a iPSC facilmente y a una eficiencia aceptable,
sin embargo no se consideran a priori apropiadas para aplicaciones
clinicas, puesto que el locus de integracidn es aleatorio. Los métodos no
integrativos suelen ser menos eficientes, aunque recientes estudios
muestran mejoras significativas, como las reprogramaciones realizadas
con el virus Sendai, plasmidos episomales y RNAs sintéticos.

1.1.2.2. Fases de la reprogramacion a iPSC

Durante el proceso de reprogramacion de fibroblastos a iPSC, éstos
pasan por una serie de formas intermedias mas o menos reversibles.
Mediante la utilizacién de un sistema de vectores regulables con
doxiciclina, se consiguid monitorizar el proceso de reprogramacién y
analizar las fases mas importantes por las que pasan los MEF hasta
convertirse en iPSC maduras [48, 69]. De forma simplista se puede
dividir la reprogramacién de fibroblastos en tres fases [46, 48, 69, 70]
(Figura 1.4). Una primera fase llamada fase de iniciacion, reversible o
area de retorno, donde las células en reprogramacion pueden volver al
estado inicial si silenciamos la expresiéon de los factores exdgenos [46].
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Una fase de maduracion o intermedia, donde las células en
reprogramacion adquieren la capacidad de expresar genes de
pluripotencia tempranos. A esta fase también se le denomina drea 51 ya
gue no se sabe muy bien que ocurre, debido a que las células no pueden
volver al fenotipo inicial, pero pueden generarse formas metaestables
gue no progresan hacia la forma madura. Y una ultima fase denominada
fase de estabilizacion o area iPS donde se expresan los genes tardios de
pluripotencia. Esta fase lleva a las células en reprogramacién a iPSC
adultas estables.

Proceso de reprogramacion (Dias)

e e EEE—E————————m—————— = — — =
I

Células 1o | -
iti ' © Areade retorno o AreaiPS I
somaticas |3 A 8

X ) Expresion de genes de pluripotencia
Células parcialmente reprogramadas

Figura 1.4. Esquema de la reprogramacion de células somadticas. En este esquema se muestran las

fases por las que pasan las células en reprogramacién, durante un proceso aproximado de 21 dias,
para la adquisicion de la pluripotencia. En gris se marca la adquisicion de genes tempranos de
pluripotencia. En negro se detalla la expresion de genes tardios de pluripotencia. PNR: Punto de no
retorno, a partir de este punto los fibroblastos no revierten su fenotipo. CPR: células parcialmente
reprogramadas, en este punto las células en reprogramacion pueden estancarse como formas
metaestables inmaduras (pr-iPSC) 6 pasar esta barrera y lograr la completa reprogramacion a iPSC.

La fase de iniciacion

La fase de iniciacién comienza con la expresiéon de los factores de
reprogramacion y se extiende hasta aproximadamente 5-8 dias. Durante
la fase de iniciacion se induce una transicion mesénquima-epitelio
(MET) caracterizada por induccion de un gran numero de genes
asociados con el fenotipo epitelial como E-cadherina (Cdh1) [46] vy la
familia de las ocludinas (Ocln) entre otros [70] (Figura 1.5). Al mismo
tiempo tiene lugar una regulacion a la baja de genes responsables de
mantener el fenotipo mesenquimal propio de los fibroblastos, como
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Snail, Slug, Zeb1 y Zeb2 [70]. La transicion MET podria no ser mas que
una consecuencia del proceso de reprogramacion, pero de hecho es un
fendmeno crucial y necesario para que la reprogramacién transcurra
normalmente [71]. La adicién de miembros de la familia TGFB, como
TGFB1, TGFB2 y TGFB3, conocidos inductores de la transicidn epitelio-
mesenquima (EMT) [72], bloquea la reprogramacién a iPSC [73];
mientras que la adiciéon de BMP, conocido inductor de MET, la favorece
[46]. En el periodo comprendido entre el final de la fase de iniciacién y el
inicio de la fase de maduracién (dia 7 a dia 10) aumentan los niveles de
las proteinas relacionadas con las senescencia celular [74].
La senescencia es un proceso iniciado como respuesta al estrés y dafio
celular. Las células en senescencia acumulan cambios moleculares entre
los que destacan la expresidn del inhibidor kinasa dependiente de ciclina
(CDKi,) p16INK4a y el inhibidor Mdm-2, p19Arf. Estas proteinas son
capaces de activar procesos de senescencia [75] ya que son parte de las
rutas de supresion de tumores asociadas a la proteina p53 [76-78] y a la
proteina de retinoblastoma (pRB), que crean focos de heterocromatina
asociados a la senescencia (SAHF), lo que silencia genes pro-
proliferacién [79]. p16INK4a y p19Arf aumentan en cantidad con el paso
del tiempo junto con la proteina p53 [74], esta acumulacidn convierte a
las células en senescencia en resistentes a la reprogramacion [74]. Las
células senescentes acumulan errores en el genoma, pierden la
capacidad de dividirse y finalmente mueren. Por tanto se ha postulado
gue la inhibicién de la ruta de sefializacidn de p53 previene la apoptosis,
senescencia y arresto del ciclo celular incrementando por tanto la
eficiencia de la reprogramacion.
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Figura I.5. Esquema de la fase de iniciacion de la reprogramacion a iPSC.

La fase de maduracion

Los estudios de Brambrink y Stadtfeld [48, 69] fueron pioneros en la
caracterizacién transcriptomica de la fase de maduracién. Segun estos
estudios, la fase de maduracidn se caracteriza por la aparicion secuencial
de marcadores tempranos de pluripotencia como SSEA (stage-specific
embryonic antigen-1), AP (fosfatasa alcalina), Cripto o Tcll.
Seguidamente aparece una marcada expresion de marcadores
tempranos de pluripotencia como Nanog, Sall4 y Oct4 enddgeno [80-83],
mientras que desaparece por completo el marcador fibrobldstico Thyl
[48, 69]. Esto se debe a cambios en los marcadores epigenéticos y por
tanto cambios en la expresion global de estas células, como la
desmetilacién de los promotores enddgenos, que controlan los genes
maestros de las células madre Nanog y Oct4, y la trimetilacidon de la
histona H3 en sus residuos de lisina H3K4 y H3K27. La regién de
eucromatina se caracteriza por tener la lisina 4 de la histona H3
metilada. Los genes no activos, en cambio, estan caracterizados por
trimetilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3) [67, 84-86].

Una segunda caracteristica de esta fase es el silenciamiento retroviral de
los factores de transcripcion exdgenos. Los fibroblastos han pasado el
punto de no retorno (PNR) y no pueden volver a su estado fenotipico
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inicial. El silenciamiento retroviral es, de hecho, una de las
caracteristicas tipicas de las células madre embrionarias. Este
silenciamiento se puede considerar un marcador o consecuencia de la
adquisicion de pluripotencia mds que un mecanismo de Ia
reprogramacion per se [87]. El silenciamiento retroviral aparece como
un proceso gradual que es iniciado al final de la fase de iniciacion y esta
asociado a la regulacidn al alza de la metiltransferasa Dnmt3a. En la fase
de maduracidn tardia y fase de estabilizacién se regulan al alza otras
metiltransferasas como Dnmt3b y el factor de silenciamiento retroviral
TRIM28 [69], provocando cambios epigenéticos que van modulando
secuencialmente el perfil de expresidon de las células en reprogramacion
hacia un perfil de expresién de células pluripotentes [70].

A la fase de maduracion también se le conoce como Area 51 [69] en
referencia a que se trata de estadios intermedios escasamente
caracterizados y muy heterogéneos con diferentes grados de
pluripotencialidad. En esta fase es donde podemos encontrar las células
parcialmente reprogramadas (pr-iPSC), aquellas que no consiguen
activar de forma robusta los genes enddgenos de pluripotencia como
Nanog [88] y quedan atrapadas en un estadio metaestable de
pluripotencialidad. Estas células pueden superar este bloqueo si se
cultivan en un medio condicionado para ESC (ver apartado M.2.4)
suplementado con los inhibidores PD0325901 y CHIR99021 de las vias de
sefializacion celular MAPK y GSK3, respectivamente (medio 2i/LIF) [88,
89].

La Fase de Estabilizacion

En la fase de estabilizacién, se regulan al alza los genes tardios de
pluripotencia como Lin28, Rex1, Dppa4, Dppa5, Stella, Pecam1 [89] y
nuevas metiltransferasas como Dnmt3l [70], mientras se estabiliza la
expresion de los 3 factores de transcripcion maestros en la adquisicion y
mantenimiento de la pluripotencia (Sox2, Oct4 y Nanog) [2, 90-92]. El
perfil epigenético de las células completamente reprogramadas es casi
idéntico al de las células madre embrionarias [70]. Estas células
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pluripotentes completamente reprogramadas pueden diferenciarse a
cuerpos embrioides retirando el LIF del medio de cultivo [48, 69]. Al
inyectarlas en ratones producen teratomas compuestos por células de
las 3 capas embrionarias [2, 48, 69]. Las iPSC completamente
reprogramadas pueden inocularse en blastocistos dando lugar a ratones
adultos y fértiles [48, 69].

1.1.2.3. Mecanismos mas relevantes que determinan la eficiencia de la
reprogramacion de células somaticas a iPSC.

Aungue existe una gran cantidad de procesos que determinan directa o
indirectamente la eficiencia de la reprogramacidn, en este apartado
hemos seleccionado aquellos mas relevantes o que de algiin modo estdn
relacionados con el contenido de esta tesis.

La eficiencia de la reprogramacion a iPSC se determina entre la segunda
y la cuarta semana desde la induccién de los factores de
reprogramacion. La eficiencia se define como el nimero de clones iPSC
(identificados con distintos criterios) generados a partir de un nimero
inicial de células somaticas. Estos criterios de seleccion son variados,
aunque los mads utilizados son el contaje colonias en formacién con
morfologia tipica de célula madre [93, 94] y el nimero de clones que
expresan fosfatasa alcalina [50, 95].

Senescencia/proliferacién celular

La senescencia es el arresto del ciclo celular en el transcurso de la fase
G1 del ciclo celular, provocado por agotamiento replicativo o en
respuesta de sefiales de estrés como dafio en el DNA, drogas
guimioterapéuticas, o expresion aberrante de oncogenes. Este arresto
celular es implementado primariamente a través de la activacion de p53
y de la regulacion al alza de inhibidores de las quinasas dependientes de
ciclinas (CDK) p16y p21 [96].

El silenciamiento de p53 combinado con la expresidon de Utfl aumenta
en 100 veces la eficiencia de la reprogramacién a iPSC [39]. Estos
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autores propusieron que la inhibicién de p53 puede bloquear la
apoptosis y la senescencia celular aumentando la eficiencia de la
reprogramacion. Recientemente esta hipdtesis ha sido confirmada
experimentalmente por varios grupos que obtuvieron aumentos
significativos en la eficiencia de reprogramacion usando células
deficientes en p53 [36, 97, 98]. Existe cierta controversia entre los
distintos grupos de investigacion acerca del mecanismo por el cual p53
disminuye la eficiencia de la reprogramacion celular. Hanna et al.
sugieren que la ausencia de p53 da lugar a un aumento de la velocidad
de proliferacion y esto conlleva un aumento en la eficiencia [68]. Por el
contrario, otros autores sugieren que la senescencia es una barrera que
los MEF deben superar para poder ser reprogramados, por lo que
cuando ésta se limita en MEF procedentes de ratones p53” la eficiencia
de reprogramacion aumenta [99]. De hecho, estos autores no
encontraron diferencias en la proliferacién entre MEF wild-type y p537.
En resumen, aunque parece claro que p53 limita la reprogramacion de
células somaticas, el mecanismo por el que lo hace no esta totalmente
descifrado.

Factores relacionados con MET

Otros factores que afectan a la eficiencia de la reprogramacion a iPSC
son aquellas moléculas que intervengan en la activacion o el bloqueo del
MET. Estudios de silenciamiento mediante siRNAs revelaron que el
inductor de este proceso es una seiializacion mediante BMP [46].
Inductores de esta via de sefializacion como BMP2, BMP7 o BMP9
estimulan a las células infectadas con OKSM a entrar en MET y mejoran
la eficiencia de la reprogramacion. Mientras que los antagonistas de
BMP como Noggin, dorsomorfina o el dominio extracelular de ALK1
bloquean la reprogramacion [46].

Expresion del factor de transcripcion Nanog

La activacién del factor de transcripcion Nanog durante |la
reprogramacion es imprescindible para la completa maduracién a iPSC
[88]. Sall4 promueve la adquisicion de pluripotencia en células en

33



INTRODUCCION

reprogramacion, promoviendo la expresién de Nanog [40, 100]. Se ha
demostrado que aunque Nanog no es necesario en el pool inicial de
reprogramacion [2], su inclusidn en este pool mejora la eficiencia de la
reprogramacion [101]. La ausencia de Nanog hace que las células se
estanquen en el proceso de reprogramacion, impidiendo adquirir las
cualidades de una célula iPSC madura [70, 88, 89]. Por tanto cualquier
efector positivo o negativo de la expresion del gen Nanog afectara a la
eficiencia de la reprogramacion celular a la pluripotencia.

Inhibidores de la metilacion y de las rutas MAPK y GSK3

Estudios epigenéticos en las células pr-iPSC, Nanog negativas,
demostraron que el promotor de Oct4 de estas células se encuentra
hipermetilado [70, 89]. Inhibiendo la metilacién con el inhibidor de la
DNA metiltransferasa 5-azacitidina (5-AZA) se consiguié reprogramar
estas células Nanog negativas a iPSC maduras [70, 89]. Estas células
fueron utilizadas para generar ratones quiméricos con éxito [70]. Por
tanto los inhibidores de la DNA metiltransferasa aumentan la eficiencia
de la reprogramacion a iPSC.

Las células madre embrionarias de ratdén son capaces de mantenerse en
cultivo sin diferenciarse gracias a la citoquina LIF. Ademas, esta
autorenovacién se promueve mediante la eliminaciéon de las sefiales
exogenas de diferenciacion que expresan las quinasas de la familia
MAPK. Una inhibicién adicional de la proteina quinasa GSK3 consolida la
supresion de diferenciacién residual de estas células [102]. En los
estudios epigenéticos comentados anteriormente se demostrd que la
utilizacién de inhibidores de MAPK y GSK3 junto con la citoquina LIF
(2i/LIF), promovian la expresién de Nanog en células pr-iPSC Nanog-
negativas, aumentando asi la eficiencia de la reprogramacion [70, 89].
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1.1.3. La reprogramacion de fibroblastos a otros linajes celulares
usando factores de transcripcion especificos

La transdiferenciacion implica la conversién de una célula diferenciada a
otra completamente diferenciada de otro linaje celular. Légicamente, la
célula original debe perder su fenotipo original al mismo tiempo que
adquiere un nuevo fenotipo. Sin embargo, una verdadera
reprogramacion, mas allad de la transdiferenciacidn, implica un reinicio o
“reseteado” de las marcas epigenéticas, por lo que los cambios
fenotipicos deben permanecer en el tiempo en ausencia de los factores
que la indujeron [103, 104]. A nivel practico, la transdiferenciacion, sea o
no una verdadera reprogramacién, puede resultar util a nivel
farmacotoxicoldgico e incluso terapéutico [105-107].

é¢Qué criterios se utilizan para seleccionar los factores ideales para la
transdiferenciacién? Se escogen factores que se expresan
especificamente en el linaje celular al que se quiere reprogramar,
imprescindibles en el desarrollo embrionario de este linaje celular y
preferiblemente que tengan actividad epigenética. Estos factores
incluyen en muchas ocasiones miRNA [104], capaces de alterar la
expresion de un gran numero de genes. En general, parece que la
eficiencia de la transdiferenciacion mejora si reducimos el nimero de
factores empleados (Figura 1.6). Este hecho fue demostrado
elegantemente en los experimentos de induccidon a cardiomiocitos y
neuronas [103, 106].

Para evaluar la eficiencia y calidad de la reprogramacién, se comprueba
gue las células inducidas han adquirido las funciones y morfologia tipicas
del linaje celular deseado y han perdido las funciones y morfologia tipcas
de las células de origen. Se debe verificar que se ha producido una
remodelacidon epigenética y el nuevo perfil epigenético ha de ser
proximo al de la célula destino. Como ya hemos comentado, en una
completa reprogramacion, las células inducidas han de estabilizar su
fenotipo independientemente de los factores exdgenos. Del mismo
modo que ocurre en la reprogramacion a iPSC, la independencia de la
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expresion de los factores exdgenos deberia permitir inducir la
transdiferenciacién con vectores no integrativos e incluso con expresion
transitoria. Hay que tener en cuenta que mientras las iPSC son clonales
(genéticamente idénticas aunque procedan de infecciones retrovirales),
y pueden ser escaneadas para encontrar aquellas con lugares de
integracion seguros [108], las células transdiferenciadas son policlonales,
nunca se aislan de un clon celular especifico. Esto incrementa
notablemente la posibilidad de mutagénesis insercional, un factor clave
para su uso terapéutico.

La obtencidn de células diferenciadas a partir de iPSC autdlogas se ha
convertido rapidamente en el método mdas extendido en medicina
regenerativa. Sin embargo, la transdiferenciacion ofrece algunas grandes
ventajas. Se trata de un método mds rdpido y sencillo a priori y permite
la transdiferenciacidon in situ, mediante la expresion in vivo de los
factores de conversion. Esta aproximacion se llevé a cabo para convertir
células exocrinas en células endocrinas productoras de insulina
directamente en el pancreas de ratéon [109]. Por tanto la efectiva
conversion in situ de fibroblastos cardiacos en cardiomiocitos o de glia
en neuronas, aunque hoy en dia parezca ciencia ficcién, puede que se
convierta en una estrategia terapéutica para el futuro.

El objetivo final de la medicina regenerativa es utilizar los
descubrimientos en el laboratorio de investigacion en clinica.
Desafortunadamente ni la transdiferenciacidon ni la diferenciacion de
linajes celulares a partir de iPSC, estan exentas de inconvenientes. La
formacion de tumores es el mayor de todos ellos en ambas
aproximaciones, aunqgue la transicidn a partir de iPSC lleva consigo un
riesgo adicional de formacion de teratomas. Ambas tecnologias precisan
de mejora antes de llevarlas a la clinica, ya que en ambos casos sigue
existiendo una incompleta reprogramacién, diferenciacion en tejidos
inadecuados o mutagénesis insercional causada por la integraciéon de
vectores integrativos que codifican para los factores de reprogramacion.
Este problema de mutagénesis insercional ha sido en los ultimos afios
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subrayado mediante ensayos de terapia génica con iPSC [110]
impidiendo llevar esta tecnologia a la clinica.

Hace 10 afos no existia ninguna opcién disponible para generar tejidos
genéticamente compatibles para terapia celular o para utilizarlos como
modelo de enfermedades humanas. Hoy en dia tenemos al menos 2
grandes opciones, donde ambas pueden ser aplicables para futuros
estudios terapéuticos. Aunque la tecnologia iPSC va en cabeza en estos
momentos, produciendo gran variedad de tipos celulares distintos, no
debemos olvidar que, en el contexto de la medicina regenerativa, esta
tecnologia lleva 5 afios de adelanto a la transdiferenciacion.

Vierbuchen et al.
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Figura 1.6. Transdiferenciacion de fibroblastos a distintos linajes celulares. La imagen muestra un

esquema de los factores de transcripcion utilizados para reprogramar fibroblastos a distintos tipos
celulares.
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I.2. DESARROLLO TEMPRANO DEL HIGADO
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El higado es uno de primeros érganos en formarse en el embrién. No en
vano, una de sus funciones mads importantes es la de servir de nicho
hematopoyético. De hecho, existe una interrelacidén entre higado fetal y
hematopoyesis de manera que, mutaciones que afectan al desarrollo de
un tejido tiene consecuencias sobre el otro y viceversa. Comprendiendo
los mecanismos que gobiernan el desarrollo del higado podemos idear
nuevas terapias para hacer frente a las enfermedades hepaticas en el
futuro. Entre los ejemplos de estas aplicaciones, se incluyen la activacidon
de células madre en el higado adulto [111], el reemplazo de higados
enfermos con células madre embrionarias, que han sido previamente
diferenciadas a hepatocitos [112], o la transdiferenciacién de células de
diferentes drganos, reconstitucion de la morfologia y funcién correcta
del higado [113, 114]. La informacidn de las redes transcripcionales y las
secuencias morfogenéticas que gobiernan la formacién del higado
derivan de estudios en multiples modelos animales como ratén, pollo,
pez cebra, y rana.

A continuaciéon vamos a introducir una breve descripcién de las fases
tempranas en el desarrollo del higado, desde la fecundacion del oocito
(EO) hasta la migracion de los hepatoblastos al mesénquima del septum
transversum (STM) (E9.5: dia 9.5 post coito, en ratén). El desarrollo y
morfogénesis del higado entre E9.5 hasta el nacimiento se describe en
[115-117]. Finalmente, haremos hincapié en los mecanismos
moleculares que dan lugar a la diferenciacion de los hepatoblastos en
células hepaticas.

1.2.1. Del zigoto al endodermo definitivo

Durante el desarrollo temprano de los mamiferos, antes de que ocurra la
implantacion, se produce la segregacion entre los tejidos embrionarios y
extraembrionarios. El zigoto sufre una serie de divisiones y después de la
compactacion esta formado por una masa de 32 células llamada mérula.
En su transicion a blastocisto, las células de la mérula secretan un liquido
viscoso de manera que, aquellas células que quedan en la superficie se
epitelizan y se diferencian a trofoectodermo ya en el blastocisto. Por el
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contrario, las células del interior generan la masa celular interna
pluripotente (ICM). En la gastrulacion, las células de la masa celular
interna, adyacentes al blastocele, dan lugar al hipoblasto, precursor del
endodermo primitivo que se diferencia en endodermo parietal y
endodermo visceral (endodermo extraembrionario). Estas células
extraembrionarias tienen un papel fundamental ya que determinan el
eje antero-posterior del embridn y surten de nutrientes a las células
embrionarias. Por otra parte, las células de la ICM mds préximas al
trofoblasto, dan lugar al epiblasto. Estas células comienzan a crecer y
migran por la linea primitiva, en el proceso de gastrulacién, dando
origen a las 3 capas embrionarias y las células germinales. Un grupo de
células se ubica entre el epiblasto e hipoblasto (en un lugar virtual),
dando origen al mesodermo. Otro grupo permanece dorsalmente en la
capa del epiblasto, conformando el ectodermo. Por ultimo, un tercer
grupo se dirige hacia el hipoblasto desplazandolo y dando lugar al
endodermo definitivo.

Inicialmente, el endodermo definitivo es una hoja epitelial que recubre
la superficie ventral del embrién. La invaginacién de esta hoja epitelial,
en la gastrulacién, genera la parte anterior y posterior del tubo digestivo
primitivo. Cuando estos movimientos morfogenéticos llegan a la mitad
del embridn el tubo digestivo primitivo se cierra. Durante este tiempo, el
mesodermo adyacente secreta factores de crecimiento que especifica
en diferentes tejidos al epitelio del tubo primitivo a lo largo del eje
antero-posterior. Estudios en embriones de pollo y Xenopus apoyan un
modelo donde FGF4 y Wnt son secretados desde el mesodermo
posterior, reprimen la especificacion a endodermo anterior y
promueven el desarrollo del endodermo posterior (Figura 1.7). Por lo
tanto, en el endodermo anterior, la sefializacion de la via Wnt tiene que
ser inhibida para su especificacion [118-120]. Se han encontrado
proteinas antagonistas de la via Wnt como Sfrp5, que mantienen la
sefializacion de esta via apagada en la regién anterior del endodermo
(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Modelo de especificacién del endodermo definitivo mediante Wnt y FGF. Durante la

gastrulaciony el desarrollo inicial de los somitas, la expresién diferencial de Wnty FGF a lo largo del
eje antero-posterior del tubo gastrico primitivo, induce al endodermo temprano a especificarse en
endodermo anterior, medio y posterior. Wnt y FGF se expresan de manera gradual desde el
mesodermo posterior y sefializan al endodermo adyacente a reprimir la especificacién a endodermo
anterior y promover la especificacion a endodermo medio y posterior. En el endodermo anterior se
expresan antagonistas de la via Wnt que reprimen la sefializacion de la via candnica Wnt/B-catenina
inducida por el mesodermo posterior

1.2.2. Adquisicion de la competencia hepatica en el endodermo
definitivo

La competencia es la capacidad de una célula progenitora de adquirir un
determinado linaje celular. Para que un dominio embrionario se
especifique hacia un determinado tipo celular, no solo tiene que recibir
las sefiales adecuadas, también tiene que ser capaz de interpretarlas.
Esta capacidad de la célula de interpretar las sefiales necesarias para
especificarse (en higado, por ejemplo), se denomina competencia. En
este sentido, ¢qué dominio del endodermo definitivo es competente a
nivel hepatico? LeDouarin et al. Demostraron, utilizando injertos
heterotipicos de endodermo de codorniz en embriones de pollo, que
Unicamente el dominio antero-ventral del endodermo definitivo tiene la
capacidad (o es competente) para especificarse a higado, cuando se
trasplanta junto al dominio mesodérmico apropiado [121]. Estudios mas
recientes con embriones de ratén y ensayos mas sensibles de la
expresion génica revelaron que, mientras el endodermo dorsal
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normalmente no activa los genes del higado ni se convierte en higado,
las células del endodermo dorsal inician la expresién de genes hepaticos,
cuando se aislan a estas células de los tejidos mesodérmicos adyacentes
[122]. Estudios posteriores demostraron que, la expresion de Wnt desde
el mesodermo posterior reprime la activacién del programa hepatico en
el endodermo posterior. De hecho, el bloqueo la actividad de la B-
catenina (efector candnico de la via Wnt), en Xenopus, es suficiente para
activar Hhex y como resultado encontrar primordios hepaticos ectépicos
[119].

Otra aproximacion para entender cédmo el endodermo adquiere la
competencia hepatica, es identificar los factores de transcripcion que
actuan en el proceso. Dos factores de transcripcidon que se expresan en
el ambito pre-hepatico del endodermo anterior ventral son Foxa2 [123-
125] y Gata4 [126-128]. Las funciones de estos factores de transcripcion
se pueden discernir comprendiendo cémo estos factores actuan en el
contexto de la cromatina. El descubrimiento de que la albumina sérica
(Alb1l) es uno de los primeros genes que se activa en el endodermo
hepatico, sirvio de base para una serie de estudios que permitié
descifrar el papel de Foxa2 y Gata4 en la induccién de la competencia
hepatica [129]. Un analisis de los sitios de union a DNA para Foxa2 y
Gata mostréo que, ambos factores de transcripcion estdn unidos al
regulador transcripcional (enhancer) de Albl en el endodermo, antes de
la especificacion hepatica [122, 130]. Una vez se ha producido la
especificacion hepatica, una variedad de otros factores de transcripciéon
son capaces de ocupar los sitios de unidn adyacentes en el regulador
transcripcional de Alb1, activdndose la expresion de albumina [131]. En
base a estos resultados se elabord la hipdtesis de que, Foxa2 y Gata4 son
capaces de descompactar la cromatina, permitiendo el acceso de otros
factores de transcripcién. Recientemente, se ha obtenido una evidencia
genética de estos resultados. Un ratdn transgénico con una ablacidon
condicional de Foxal y Foxa2 en el endodermo anterior, carece por
completo de la induccién de marcadores hepaticos de especificacion,
como Alb1, Afp o Ttr [132]. Del mismo modo, mientras que el higado se
especifica en embriones de ratén Gata6-/- o Gata4-/- (aunque el

44



INTRODUCCION

desarrollo posterior esta blogueado), un doble knockout de estos genes,
en el pez cebra, revelaron un completo fracaso en la induccién del
higado [133]. Estos resultados proporcionan la evidencia genética que
apoya el concepto de que los factores Foxa y Gata son esenciales para la
adquisicidn de competencia en el endodermo definitivo.

1.2.3. De endodermo definitivo anterior a endodermo hepatico. Papel
de FGF y BMP

Una vez adquirida la competencia hepatogénica, el endodermo
definitivo anterior esta capacitado para responder a las distintas sefiales
que lo especificardan a endodermo hepatico. Experimentos de explantes
de tejidos, llevados a cabo en embriones de pollo, demostraron que, el
mesodermo cardiaco instruye al endodermo antero-ventral subyacente
a convertirse en endodermo hepdatico (Figura 1.8) [121] ¢Qué factores
secretados por el mesodermo cardiaco son los responsables de la
especificacion del endodermo anterior ventral a endodermo hepatico?
El cultivo in vitro de explantes de embriones de ratdn, junto con el uso
de embriones de pez cebra y Xenopus, han identificado algunas de las
sefiales moleculares secretadas por el mesodermo cardiaco mas
relevantes, entre las que se encuentran los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y la familia de citoquinas BMP.

Hay mds de 20 genes que codifican para los FGF y Unicamente 4 genes
qgue codifican para los receptores de FGF [134, 135]. Cada uno de los
receptores de FGF tiene diferentes especificidades de unién para FGF, y
la existencia de multiples isoformas de los receptores proporciona una
gran complejidad en las relaciones ligando-receptor. EI mesodermo
cardiaco expresa FGF1, FGF2, FGF8 FGF10 en el periodo previo a la
induccion hepatica en el endodermo [136]. Cuando se aislé tejido
endodérmico anterior de ratdn y se cultivé en presencia de FGF1 o FGF2,
se confirmd que estos factores eran capaces de inducir la especificacion
hepdtica. Mientras que, explantes de tejido endodérmico anterior,
cultivados junto con el mesodermo cardiogénico adyacente pero con
agentes bloqueantes de la sefalizacion via FGF, bloqueaba la
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especificacion [136]. Por lo tanto, parece que, la secrecion de FGF1 y
FGF2, desde el mesodermo cardiaco, induce la especificacion del higado
en el endodermo subyacente. Una combinacion de técnicas genéticas in
vivo y ensayos en explantes de tejidos reveld que, una activacién
transitoria de la via MAPK, por la sefializacidon de FGF, es necesaria para
la iniciacién y la estabilizacién del programa hepatico [137].

BMP4 es un miembro de la superfamilia de los factores de crecimiento
transformante (TGF). BMP2, BMP4, BMP5 y BMP7 son altamente
expresados en el mesénquima del septum transversum (STM), formado
por células de mesénquima que rodean los dominios del endodermo
cardiaco y ventral [138-141]. Los receptores de BMP, (BMPRIA, BMPRIl y
ActRIIA), se expresan en el endodermo definitivo [142, 143]. Sistemas de
explantes en ratén revelaron que, la sefalizacién de BMP, a partir de
células del STM, también es crucial para la induccién génica hepatica en
el endodermo [144]. Asi, la induccidn hepatica requiere sefales positivas
(FGF y BMP) a partir de dos fuentes diferentes de células (mesodermo
cardiaco y STM), que indica la importancia de las combinaciones de las
moléculas sefializadoras. La importancia general de la sefalizacidn
mediante FGF y BMP para la induccién hepatica se han confirmado en
otros modelos experimentales [145].
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Figura 1.8. La especificacion hepatica. La figura representa una seccion sagital de la porcién anterior

de un embridn de ratén de 8.5 dias (derecha). El ectodermo embrionario se muestra en gris. En esta
etapa, el endodermo definitivo (amarillo) forma una invaginacion en la parte anterior ventral. El
higado (H) se especifica en una porcion del endodermo anterior ventral mediante sefales
procedentes del mesodermo cardiogénico (FGF) y del mesénquima del septum transversum (BMP).

1.2.4. De endodermo hepatico a primordio hepatico

El progreso de endodermo a primordio hepatico se ha dividido en tres
fases morfogenéticas [146]. En una primera etapa, se produce la
transicién morfolégica de un epitelio cuboidal simple, propio del
endodermo, a un epitelio columnar hepdtico. Posteriormente, en una
segunda etapa, éste epitelio columnar se convierte en un epitelio
pseudoestratificado, formando asi el diverticulo hepatico. En una tercera
etapa, la capa basal rica en laminina, que rodea el endodermo hepdtico,
se rompe y las células del epitelio hepatico migran al STM (Figura 1.9). La
masa de células, que surgen del epitelio endodérmico, se mezclan con el
STM formando el primordio hepatico, compuesto por células
endodérmicas (hepatoblastos), células endoteliales y células propias del
STM [147]. Los hepatoblastos son los precursores de hepatocitos y
colangiocitos [148].

La homeoproteina Hhex parece controlar diferentes aspectos de la
formacidn del primordio hepatico, incluyendo la adecuada proliferacion
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de las células del endodermo hepatico [149], la formacion de un epitelio
pseudoestratificado [146] y el mantenimiento estable del tipo celular
hepatico [150]. Cdmo Hhex ejerce su papel no se conoce, pero se ha
sugerido que reprime la expresién de Sonic Hedgehog en el endodermo
anterior ventral, contribuyendo a la exclusiéon del programa intestinal
[146].

Otro gen homeobox (Proxl) estd directamente implicado en la
degradacion de la membrana basal [151]. El endodermo hepatico
embrionario del ratdon knockout para el gen Proxl, es incapaz de
degradar la membrana basal del epitelio, resultando en la agrupacion de
hepatoblastos en un higado mas pequeino. No se sabe si esta actividad
es causada por una lenta degradacién de la membrana basal o por la
produccion de un exceso de componentes de membrana basal por los
hepatoblastos embrionarios. Los hepatoblastos, normalmente, regulan a
la baja la E-Cadherina y migran hacia el STM. Sin embargo, esto no
ocurre en los mutantes para los genes Hnf6 y Oc2 [152, 153] Diferentes
estudios sugieren que Proxl y Hnf6é y Oc2 controlan la migracion
hepatobldstica mediante la regulacién de la expresidn de proteinas de la
matriz extracelular, como las enzimas metaloproteinasas de la matriz
(MMPs) [153, 154]. La importancia de las interacciones célula-matriz
extracelular se destaca también por el hecho de que, los hepatoblastos
deficientes en el receptor de la laminina Bl-integrina son incapaces de
colonizar el STM [155].

En la formacién del primordio hepatico en mamiferos, las células
endoteliales, aun no vascularizadas, estdn situadas adyacentes al
epitelio que forman los hepatoblastos. Este contacto con las células
endoteliales persiste durante la migracién de los hepatoblastos en el
STM (ver Figura 1.9) [156]. Embriones mutantes para el gen que codifica
para el receptor del factor del crecimiento endotelial vascular Vegfr-2
(también conocido como Flk-1), no poseen células endoteliales y los
hepatoblastos no llegan a migrar al STM [156].
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Figura 1.9. Crecimiento del primordio hepdatico. Representacién esquemdtica de una seccion

transversal del tubo digestivo primitivo, a nivel del diverticulo hepatico, en diferentes etapas del
desarrollo embrionario. Una vez especificado el endodermo anterior ventral a endodermo hepatico,
las células cambian su morfologia de epitelio cuboidal a epitelio columnar (E8.75). A continuacion se
produce un intensa proliferacion, de manera que, el epitelio columnar simple pasa a epitelio
columnar pseudoestratificado (E9.0). En esta etapa, el epitelio hepatico esta rodeado por una capa
de laminina, precursores de células endoteliales y del propio STM. Aproximadamente a partir de
E9.5, la lamina basal es degradada y los hepatoblastos migran al STM para formar el primordio
hepatico.

1.2.5. Diferenciacion de hepatoblastos a colangiocitos y hepatocitos
embrionarios

El higado contiene dos linajes de células endodérmicas: los colangiocitos
y los hepatocitos. Los colangiocitos son las células epiteliales de los
conductos biliares, ya sean intra o extrahepaticos y los hepatocitos son
la célula clave del higado, la responsable de la mayor parte de sus
funciones. Los hepatoblastos del primordio hepatico son bipotenciales
pudiendo diferenciarse en hepatocitos y colangiocitos. La separacion del
linaje hepdtico y biliar tiene lugar alrededor del dia 13.5 post-coito
(E13.5) en el ratdén y a las 7 semanas en humanos [148, 157-159].
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1.2.5.1. Colangiocitos
Morfologia y funcion.

Los colangiocitos son las células epiteliales de los conductos biliares. La
morfologia de los colangiocitos, al igual que sus funciones, varia
dependiendo de en qué conductos se encuentren. Los colangiocitos de
los pequeios conductos biliares interlobulares son células epiteliales con
morfologia cuboidal. Sin embargo, los colangiocitos de los grandes
conductos biliares poseen una morfologia columnar [160]. Esta
heterogeneidad morfoldgica corresponde con la especializacidn regional
de los colangiocitos. Los colangiocitos pertenecientes a los grandes
conductos biliares estan mas implicados en funciones secretoras (bilis)
mientras que, los de los pequefios conductos interlobulares y los que se
encuentran en los conductos de Hering, tienen otras importantes
propiedades como proliferar en respuesta a daio hepatico, participar en
la respuesta inflamatoria o someterse a cambios fenotipicos limitados
[161]. Es mas, se cree que las células progenitoras del higado surgen de
subpoblaciones de colangiocitos que residen en los conductos de Hering
[161]

Diferenciacion a colangiocitos desde hepatoblastos.

La morfogénesis de los conductos biliares comienza en el higado
embrionario con el alineamiento de células biliares alrededor de las
ramas de la vena porta, constituyendo una monocapa en forma de anillo
llamada placa ductal [158]. Esta capa ductal comienza a convertirse en
bicapa y forma estructuras laminares que, progresivamente, da lugar a
los conductos biliares [159].

A nivel molecular, parece que es necesaria una elevada actividad de la
via Activina/TGFp, alrededor de la vena portal, para que los
hepatoblastos se diferencien hacia colangiocitos. Estudios realizados en
embriones mutantes homocigotos para Hnf6 y Oc2 presentan una
alteracién de este gradiente TGF[3, que provoca la diferenciacién de los
hepatoblastos en células hibridas con caracteristicas de hepatocitos y
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colangiocitos [162]. Recientemente, se ha descrito que el factor de
transcripcion Sox9 modula la actividad de TGF[3, durante la maduracion
de los ductos primitivos [163]. En ausencia de Sox9, la maduracidn de los
conductos biliares se retrasa. Este fenotipo estd asociado a una
expresion anormal de Cebpa, Hesl, y el receptor tipo Il de TGFB, en los
hepatoblastos situados en la parte parenquimal de la placa ductal. Junto
con la sefializacién por TGFpB, la sefializacion de Notch también es
requerida para la morfogénesis normal del tracto biliar. El sindrome de
Alagille, un trastorno del desarrollo caracterizado por una escasez de
conductos biliares intrahepdticos, es causada principalmente por
mutaciones en el gen Jaggedl (Jagl), que codifica un ligando para los
receptores de la familia Notch [164]. Estudios recientes utilizando
ratones y pez cebra con pérdida de funcidn de la via Notch, indican que,
Notch regula la morfogénesis de las vias biliares, mds que el destino
celular [165-167].

1.2.5.2. Hepatocitos
Morfologia y funcion

Los hepatocitos constituyen alrededor del 80% de la poblacién celular
del tejido hepatico. Son células poliédricas con 1 é 2 nucleos esféricos
poliploides con nucléolos prominentes. Presentan el citoplasma acidoéfilo
con cuerpos basoéfilos y muy ricos en organulos. Ademds, en su
citoplasma contienen inclusiones de glucdgeno y grasa. Las funciones de
los hepatocitos son interminables, como son la sintesis y
almacenamiento de proteinas (albuimina, fibrindgeno y lipoproteinas del
plasma), el metabolismo de hidratos de carbono, la formacion de bilis, el
catabolismo de farmacos y téxicos y el metabolismo de lipidos, purinas,
gluconeogénesis y un largo etcétera.

Diferenciacion a hepatocitos desde hepatoblastos.

Existen un sinfin de mutantes que presentan un fenotipo hepatico tardio
asociado bien a disfunciones del tejido mesenquimal (STM, endotelio o
células hematopoyéticas) o al parénquima hepatico per se. Intentar
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resumir los mecanismos que regulan la diferenciacion del hepatoblasto a
hepatocito excede con creces el objetivo de esta introduccién. Por ello,
nos vamos a centrar en el regulador maestro del proceso de maduracién
del hepatoblasto, HNF4aq.

HNF4a (NR2A1) es un miembro de la superfamilia de los receptores
nucleares. Este factor de transcripcién fue originalmente identificado en
extractos nucleares de higado de rata (Hnf4a) como una proteina que se
unia al promotor y activaba la transcripcion de dos genes hepato-
especificos, la transtiretina (Ttr) y la apolipoproteina C3 (ApoC3) [168,
169]. HNF4a Estd evolutivamente conservado ya que, han sido
descubiertos homdlogos de HNF4a en una gran variedad de organismos
desde esponjas a mamiferos [170-172]. La inactivacién homocigdtica de
Hnfda en ratdén provoca la muerte temprana del embridn, antes de la
gastrulacién, debido a malformaciones en el tejido extraembrionario
[173]. Para poder evaluar el papel de Hnfda en el higado embrionario de
ratdon, se obtuvieron quimeras tetraploides, para evitar el defecto
extraembrionario de estos mutantes. Higados Hnf4a -/- embrionarios en
E12 (dia 12 post coito), eran morfolégicamente indistinguibles de los
wild-type o heterocigotos. Sin embargo, un analisis por PCR cuantitativa
a tiempo real revelé que, no se activaban los genes implicados en
funciones hepaticas bdasicas como la codificacion de apolipoproteinas,
enzimas metabdlicos, etc [174]. Este defecto no estaba asociado a un
defecto en la expresién de los factores de transcripcion primarios (Foxa,
Gatad, Hnf6, Cebpa...), que no se alteraban, a excepcién de Pxr y Hnfla
genes diana directos de Hnfda [174]. En resumen, HNF4a no es
necesario para la especificacion y morfogénesis temprana del higado,
pero es fundamental en la diferenciacion y maduracién final desde
hepatoblastos. Estudios posteriores confirmaron el papel esencial de
HNF4a en la maduracién del hepatocito. Mediante un analisis global de
la cromatina del genoma completo en hepatocitos humanos adultos, se
investigd la unién de la proteina HNF4a a las secuencias promotoras de
mas de 10.000 genes [175]. HNF4a estaba unido a 1575 promotores, el
12% del array. Pero lo mas relevante, es que HNF4a estaba unido al 42%
de los promotores donde también estaba unida la RNA polimerasa II,
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esto es, casi la mitad de los genes activos en el higado. Pero HNF4a
también juega un papel fundamental en la morfologia del hepatocito. La
morfologia y disposicion del hepatocito en el parénquima hepatico es
fundamental para su funcidon. Hnf4a regula genes implicados en la
adhesion celular y unidn célula-célula en el higado de ratén en
desarrollo, por lo que en su ausencia altera la organizacion del higado
[176]. En resumen, HNF4a controla directa e indirectamente todos los
aspectos relativos a la maduracion del hepatocito y la adquisicidn de sus
funciones y fenotipo definitivo.

Por ultimo, queremos hacer hincapié en el papel de las células
hematopoyéticas en la maduraciéon del hepatocito. El higado esta
invadido por precursores hematopoyéticos desde E11.5 (dia 11.5 post
coito) hasta E16.5 (dia 16.5 post coito), las fases cruciales de la
maduracién del hepatocito. Las células hematopoyéticas del higado
secretan Oncostatina M (OSM), la cual, en combinaciéon con las
hormonas HGF y Wnt, promueven la diferenciacién de los hepatocitos
[177]. OSM induce maduracion metabdlica mediante la activacion del
receptor gpl130 y la via de sefializacién Jak/Stat3 [178]. Existen
evidencias que sugieren que, la actividad de HGF y OSM estd regulada
por TNFa, el cual inhibe la maduracién y mantiene la capacidad
proliferativa de los hepatocitos fetales, permitiendo al higado crecer
hasta un tamafo apropiado antes de la diferenciacion [179]. En
resumen, las etapas mds importantes del desarrollo embrionario del
higado se muestran en la Figura 1.10.

/ Colangiocitos Post-natal

BMP4 HNF6

FGFB Notch1 HNF1B
e
] Endodermo Endodermo Hepatocitos | _ Hepatocitos
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FoxA2 HNF4o HNF4a
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Figura 1.10. Esquema del desarrollo embrionario del higado. En este esquema se muestra el linaje

del hepatocito y los principales factores implicados en el desarrollo embrionario
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1.3. FUENTES ALTERNATIVAS DE HEPATOCITOS

55



INTRODUCCION

56



INTRODUCCION

El disponer de una fuente inacabable de hepatocitos funcionales seria de
gran interés terapéutico en medicina regenerativa. Sin embargo, el uso
de hepatocitos para estudios farmacotoxicoldgicos, patofisioldgicos o en
terapia génica, requiere de unos protocolos que permitan la obtencién
de grandes cantidades de hepatocitos con fenotipo adulto.

El higado adulto tiene una gran capacidad regenerativa y puede
regenerarse completamente, cuando realizamos una hepatectomia del
70% de la masa total hepatica. Sin embargo, esta capacidad regenerativa
se limita peligrosamente en numerosas enfermedades hepaticas como la
cirrosis avanzada y la hepatitis, dando lugar a fallo hepatico, para el cual
el trasplante del drgano es, actualmente, la Unica opcion clinica para el
paciente.

La implantacién de hepatocitos aislados o el uso de dispositivos
hepaticos bio-artificiales, para promover una limitada funcién hepatica,
se estan convirtiendo en otras opciones potenciales al trasplante [180-
182]. Sin embargo, la escasez de donantes de érganos vy la dificultad de
cultivar hepatocitos in vitro, son graves limitaciones para estas nuevas
opciones. Por ello, se han llevado a cabo grandes esfuerzos en generar
hepatocitos a partir de una variedad de fuentes, comprendiendo células
adultas, células fetales y células pluripotentes.

1.3.1. Células madre adultas hepaticas: células ovales

El higado adulto se regenera por la proliferacion de los hepatocitos
maduros. Sin embargo, el higado adulto también contiene células
progenitoras hepaticas (células ovales), que se activan cuando se inhibe
la capacidad proliferativa de los hepatocitos, como en el caso de una
cirrosis severa [183, 184]. Las células ovales residen en los canales de
Hering y cuando se activan, proliferan y pueden diferenciarse a
hepatocitos o colangiocitos [184, 185]. La naturaleza bipotencial de
estas células sugiere que se originaron de los hepatoblastos fetales
indiferenciados y permanecen en un microambiente parecido al fetal
[186]. Se han generado lineas estables de células ovales de roedores

57



INTRODUCCION

(BMEL) [184, 185], que se utilizan como modelos experimentales muy
utiles, pero el origen exacto y las caracteristicas estas células, in vivo,
continuda sin dilucidarse [180, 187]. Muchas de las rutas de sefalizacion
en el desarrollo, que regulan la hepatogénesis en el embrién, como la
sefializacion mediante HGF, FGF, OSM, TNFa y Wnt, parecen controlar la
activacion de las células ovales [188-190].

1.3.2. Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias, o células pluripotentes embrionarias,
(ESC) son células que tienen el potencial de diferenciarse en cualquier
tipo celular adulto o fetal, perteneciente a cualquiera de las 3 hojas
embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo). Las células madre
embrionarias derivan de las células presentes en la masa celular interna
(ICM) del zigoto en desarrollo, en su fase de blastocisto. Estas células
son capaces de renovarse ilimitadamente sin perder su capacidad de
diferenciacién. Utilizando los conocimientos adquiridos en el desarrollo
embrionario del higado, se han desarrollado protocolos de
diferenciacién de ESC a hepatocitos, en los que se consigue que hasta el
70% de las células diferenciadas, exhiban un fenotipo parecido a
hepatocitos. Estas células presentan muchas de las caracteristicas de los
hepatocitos incluyendo: (1) expresiéon de enzimas hepaticos, (2)
morfologia, (3) almacenamiento de glucégeno, (4) capacidad de
metabolismo de farmacos y (5) secrecién de albdmina.

En los primeros protocolos de diferenciacidon se obtuvieron resultados
muy variables, con bajas eficiencias, resultando en cultivos muy
heterogéneos [191]. El salto cualitativo en estos protocolos se produjo al
llevar a cabo una diferenciacidon secuencial, recapitulando el proceso
embrionario: ESC > meso-endodermo > endodermo definitivo >
endodermo hepatico = hepatoblasto 2 hepatocito. Estos experimentos
se llevaron a cabo cultivando las células madre embrionarias con
distintos medios de cultivo, enriquecidos con los efectores de las rutas
de sefializacion involucrados en cada una de las etapas del desarrollo
hepatico. El primer paso fue la diferenciacién de ESC (murinas vy
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humanas) a endodermo definitivo de manera eficiente (~80% de las
células) [192, 193]. Para ello se trataron los cultivos de ESC con altas
concentraciones de Activina, perteneciente a la superfamilia de TGFp. La
Activina mimetiza el rol de Nodal en la fase de gastrula del embrién, por
lo que las ESC se diferencian a endodermo definitivo, pasando
previamente por meso-endodermo. Después de unos pocos dias, las
células en diferenciacidon expresaban genes del endodermo definitivo
como Sox17 y Foxa2, mientras los genes de pluripotencia, mesodérmicos
y del endodermo extraembrionario, eran regulados a la baja. Utilizando
estas células como punto de partida, varios grupos han generado células
parecidas a hepatocitos (hepatocyte-like cells) humanas y de ratén [112,
194]. Algunos grupos han demostrado que, la transfusiéon de estas
células, en ratones modelo para ciertas enfermedades hepaticas,
provoca un modesto rescate de la funcién hepdtica, aunque la
colonizacion del higado huésped es muy baja [194-198] Mientras los
detalles de la diferenciacion (15-20 dias) varian de un grupo de
investigacion a otro, el protocolo seguido consiste en términos generales
en sembrar las células del endodermo definitivo en una matriz para
mimetizar la ECM hepatica y afiadir al medio FGF y BMP, para mimetizar
la induccién hepatica. Posteriormente se afiade un nuevo medio de
cultivo, conteniendo una combinacion de los factores HGF, OSM, FGF y
dexametasona para expandir la poblacidon hepatoblastica y promover la
maduracién hepatica. Protocolos similares se han descrito para la
diferenciacion de iPSC [199, 200].
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M.1. CONSTRUCCION DE PLASMIDOS
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M.1.1. Plasmidos retrovirales

pMIGR1-Hhex.

El vector retroviral pMIGR1-Hhex se construyd mediante amplificacion
por PCR del fragmento codificante de Hhex usando el vector adenoviral
pAC-HhexHA (plasmido del stock de nuestro laboratorio) como molde.
Para ello se afiadieron sitios de restriccion para Xhol y EcoRI en el
extremo 5 de los primers de clonacion directo y reverso
respectivamente. Una vez amplificado, el fragmento fue digerido con
Xhol y EcoRl e insertado en el fragmento Xhol-EcoRl de pMIGR1-GFP
(cedido amablemente por el doctor Angel Pellicer, NYU Medical Center,
New York, USA ).

pMIGR1-HNF1a y pMIGR1-HNF6

Los fragmentos de DNA codificantes para los factores de transcripcion
HNFla y HNF6 fueron amplificados mediante PCR a partir de cDNA de
hepatocitos humanos. Los sitios de restriccién Xhol y EcoRI fueron
afadidos a los extremos 5’ de los primers de clonacidn (Tabla TM7). Una
vez digerido el cDNA amplificado con Xhol y EcoRlI, estos fragmentos
fueron clonados en el sitio Xhol-EcoRI del vector retroviral pMIGR1-GFP.

M.1.2. Plasmidos episomales

pPYCAG-HAGata4

El vector episomal pPYCAG-IP (cedido amablemente cedido por el Dr. Dr.
Austin Smith, Wellcome Trust Centre for Stem Cell Research, U.K.) se
disefid de forma especifica para conseguir altos niveles de expresion en
células madre embrionarias [80]. El cDNA codificante para Gatad se
obtuvo por PCR usando como molde el vector retroviral pBABE-Gata4
(cedido amablemente por el Dr. Ken Zaret, University of Pennsylvania,
USA). Los primers se disefiaron con sitios de restriccion en 5’ para Xhol
(primer directo) y Notl (primer reverso). Asi mismo, la secuencia
correspondiente a la etiqueta HA (hemaglutinina) fue introducida
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artificialmente en el extremo 5’ del primer directo. El producto de PCR
fue digerido con Xhol y Notl y ligadas al fragmento Xhol-Notl del vector
pPYCAG-IP.

M.1.3. Plasmidos reporteros

Nanog-pGL3-enh/prom

El pldasmido reportero Nanog-pGL3-enh/prom se obtuvo clonando un
enhancer distal de Nanog en el vector Nanog-pGL3, cedido por el Dr.
Paul Robson (Genome Institute of Singapore, Singapore). El enhancer
distal de Nanog se trata de una region evolutivamente conservada (ECR)
en diferentes especies (Figura R.37). Esta region comprende 732 pb y
contiene 66 posibles sitios de unién de factores de transcripcion,
incluido uno para los factores Gata (analizado con el software rVista 2.0.)
Por otra parte, el plasmido Nanog-pGL3 contiene el promotor proximal
de Nanog insertado upstream al cDNA de la luciferasa en el vector
comercial pGL3-Basic [91].

El enhancer distal de Nanog se amplificd por PCR desde DNA gendmico
aislado de células madre embrionarias de ratén (linea CGR8). Los
primers de clonacién fueron disefiados para introducir artificialmente los
sitios de restriccion Kpnl-Sacl en el amplicén. El vector Nanog-pGL3
posee sitios de restriccion Kpnl-Sacl upstream del promotor de Nanog.
Asi pues, se llevd a cabo una clonacién direccional Kpnl-Sacl del
enhancer distal en el vector Nanog-pGL3, para obtener el vector
reportero Nanog-pGL3-enh/prom.
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M.2. CULTIVOS CELULARES
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En nuestro laboratorio contamos con 2 campanas de flujo laminar (MSC-
Advantage Class Il Biological Safety Cabinets, ThermoScientific), una
dedicada a cultivos y expansién celular y otra utilizada exclusivamente
para cultivo de células infectadas con virus. Las células se mantienen en
incubadores de CO, (Heracell 150, ThermoScientific) a 37 °C en
atmdsfera humidificada con un 5% de CO,. La presencia de micoplasmas
en células en cultivo fue regularmente monitorizada por PCR
cuantitativa.

M.2.1. Técnicas comunes de cultivos celulares

M.2.1.1. Tripsinizacién y cambio de medio

Se lava la placa a tripsinizar con PBS para eliminar los restos de medio y
se afiade la tripsina. Se incuba durante 5-10 minutos a 37° C para dejar
actuar a la tripsina. Una vez comprobado por microscopia que las células
se han despegado, se procede a afiadir medio fresco a las células en
suspension. Una vez resuspendidas las células en medio son transferidas
a un tubo de 15 ml estéril. Se centrifuga a 1500 rpm durante 3 minutos,
obteniendo el pellet celular. Se descarta el sobrenadante y se afiaden 5
ml de medio fresco. Tras contar las células con un contador automatico
de células (BioRad), se siembran a la densidad requerida en nuevas
placas de cultivo. Los cambios de medio se realizan cada 1-3 dias
dependiendo del tipo celular. Se aspira el medio antiguo y se afiade
medio fresco precalentado a 37°C.

M.2.1.2. Criopreservacion

El proceso de congelacién celular es similar para todas las lineas
celulares utilizadas, la Unica diferencia reside en que las iPSC y células
madre embrionarias se congelan con su medio de cultivo con un 10% de
Dimetilsulféxido (DMSO), mientras que las demads lineas celulares se
congelaron con FBS conteniendo un 10% de DMSO.

Una vez tripsinizadas y contadas las células se resuspenden en medio de
congelacion sin DMSO y se alicuotan en crioviales de 2 ml (1.8 ml por
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vial). A continuacion se afiade 200 ul de DMSO, se agita bien y se
transfieren a un contenedor de congelacion (Nalgene) que contiene 250
ml de isopropanol a temperatura ambiente. Inmediatamente después se
guarda a -80 °C durante 24 horas y finalmente se transfieren los
crioviales a un contenedor de Nitrégeno.

M.2.1.3. Descongelacién celular

El proceso de descongelar células, desde los viales almacenados en
nitrégeno liquido, es un proceso que hay que realizar cuidadosamente,
ya que en gran parte, la viabilidad de estas células depende de una
correcta descongelacién.

Una vez extraidos los crioviales del contenedor de nitrégeno liquido, se
introducen en un bafio a 37 °C hasta su descongelacion.
Inmediatamente después se afiade gota a gota a un tubo estéril de 15 ml
conteniendo 10 ml de medio de cultivo a 37 °C. Centrifugamos el tubo a
1000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se descarta y se
resuspende el pellet celular en 1 ml de medio fresco. La suspensién se
distribuye en placas seguln la densidad deseada.

M.2.1.4. Microscopia

Las células fueron observadas regularmente con un microscopio dptico
invertido (CKX41, OLYMPUS) para examinar la morfologia, viabilidad,
posibles contaminaciones, etc. Las fotografias fueron tomadas con una
camara digital (Leica DFC350 FX), acoplada a un microscopio (Leica DMI
4000 B) con equipamiento de fluorescencia y con el software de captura
de imagen (Leica Application Suite v 3.6.0). Las placas de 10 cm tefidas
con el kit comercial (Alkaline phosphatase detection kit, Millipore)
fueron fotografiadas con una cdmara Reflex digital (Nikon D40).
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M.2.2. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas en esta Tesis se mantuvieron en medio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) con Glutamax (Gibco),
suplementados con 4.5 g/l glucosa, 10% FBS y 1X
penicilina/estreptomicina (Gibco).

M.2.3. Aislamiento y mantenimiento de fibroblastos embrionarios de

ratén (MEF)

Los MEF se aislaron de embriones de 13 dias extraidos de hembras de
ratén de las cepas CD1 y Tg(Nanog-GFP,Puro)1Yam-BRC. Las hembras
CD1 prefiadas fueron compradas a la compafiia Charles River
(www.criver.com), mientras que la cepa Tg(Nanog-GFP,Puro)1Yam-BRC
fueron adquiridas en RIKEN (www.riken.jp).

Las hembras prefiadas fueron sacrificadas mediante dislocacién cervical
y se rocié el abdomen con etanol al 70%. Con un bisturi se realizé una
incisién ventro-caudal en el abdomen, se extrajo el utero y se lavd en
una placa de 10 cm con 10 ml de solucién tamponada Hank’s (G/IBCO,
Invitrogen) con 5% de penicilina/estreptomicina (GIBCO, Invitrogen) y 2
ug/ml de amphotericin B (Invitrogen). Seguidamente se procedié a un
segundo lavado en Hank’s con 2% de penicilina/estreptomicina y 1
ug/ml de amphotericin B. Se extrajeron individualmente los embriones
en PBS sin Ca™ ni Mg*. Una vez retiradas cabeza, 6rganos viscerales y
gonadas, se lavaron las carcasas de los embriones en PBS y se cortaron
en pequefios trozos hasta obtener fragmentos de tejido lo mas
reducidos posible. Los fragmentos correspondientes a 3 embriones se
digirieron en un tubo estéril de 50 ml (Greiner) con 3 ml de tripsina. Tras
incubarlos 20 minutos a 37 °C se afiadieron otros 3 ml de tripsina y se
incubaron 20 minutos adicionales a 37 °C. Entonces, se anadieron 12 ml
de medio de cultivo DMEMc y se mantuvo en reposo 5 minutos a
temperatura ambiente para eliminar los fragmentos no digeridos. El
sobrenadante se centrifugd a 200 x g durante 5 minutos y el precipitado
celular se resuspendié en DMEMec. El numero de células se determind
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mediante un contador automatizado (Bio-Rad TC10 Automated Cell
Counter), ajustando la concentracién a 10° células/ml. Las células se
sembraron a 10° células por frasco T75 con medio DMEMc y se
transfirieron al incubador. Al dia siguiente se cambid el medio por medio
fresco y se mantuvieron en el incubador hasta alcanzar una confluencia
del 80-90% para su congelacion.

M.2.4. Células pluripotentes

Las células madre embrionarias de ratén, CGR8 y CCE 1.19, fueron
amablemente donadas por el Dr. A. Smith y la Dra. E. Robertson,
respectivamente [201, 202]. Las células pluripotentes inducidas (iPSC)
fueron generadas en nuestro laboratorio mediante el método original
descrito por el Dr. S. Yamanaka [2].

Las células pluripotentes se crecieron en placas previamente tratadas
con gelatina al 0.1% en PBS con medio de cultivo ESC el cual consta de

medio comercial Glasgow Minimum Essential Medium (GMEM) (Gibco),
suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS), 0.1mM -
mercaptoetanol, 1x aminodcidos no esenciales, 1x piruvato de sodio, 1X
penicilina/estreptomicina (Gibco), 2mM glutamina y 600 pul de una
dilucién 1:5000 de nuestro stock original de medio con LIF (ver apartado
M.2.4.1.)

M.2.4.1. Obtencidén de LIF e Incubacién en medio 2i/LIF

Para la obtencién de un stock de LIF se transfectd mediante lipofeccidon
(ver apartado M.3.1) el plasmido pC10-6R human DIA/LIF en células
Cos7. Para ello sembramos 3 x 10°células COS7 en una placa de 10 cm
con medio DMEMc. Al dia siguiente se transfectd el plasmido pC10-6R
human DIA/LIF con lipofectamina 2000, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Veinticuatro horas después de la transfeccidn, se cambio el
medio de las células COS7 (DMEMc) por medio ESC sin LIF. Se mantuvo
este mismo medio sin cambiar durante 5 dias, ajustando el pH, para
evitar la muerte de las células, en este tiempo las células COS7 excretan
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al medio el LIF. Transcurridos estos 5 dias se filtré el medio de las COS7
con un filtro de 0.45 um y se procedié a determinar la dilucién de
trabajo utilizando el protocolo que se describe a continuacién. Se
sembraron 600.000 mESC en cada pocillo de una placa de 6 pocillos. Uno
de estos pocillos se mantuvo con medio control (medio con LIF validado)
como control positivo. Los demas pocillos fueron mantenidos con
diferentes diluciones del medio stock de LIF (desde una dilucién 1:10 a
1:100000). La dilucién mas alta de nuestro stock que mantenia la
morfologia tipica de mESC, comparada con nuestro control positivo, es
la que se eligié como concentracion de trabajo, en nuestro caso 1:5000.

Medio 2i/LIF

Para inducir/acelerar la reprogramacion completa de células
pluripotentes inducidas (iPSC), se incubaron durante 10-12 dias en
medio 2i/LIF. Este medio consiste en medio ESC, descrito anteriormente
suplementado con PD0325901 (1 uM) y CHIR99021 (3 uM), inhibidores
de las vias de sefializacion MAPK y GSK3, respectivamente.

M.2.4.2. Caracterizacion de células pluripotentes inducidas
M.2.4.2.1. Tincidn con fosfatasa alcalina

Las células infectadas con las distintas combinaciones retrovirales y
lentivirales de la Tabla TM6 fueron reprogramadas durante 28 dias. En el
transcurso de la reprogramacion, estas células fueron fijadas alos 8, 15y
28 dias, con 4% de paraformaldehido en PBS y tefiidas con el kit
comercial (alkaline phosphatase detection kit, Millipore) para la
deteccion de colonias positivas para esta tincién. Para ello utilizamos
una combinacién de: 750 ul de Naphthol (AS-BI phosphate solution (4
mg/ml) en buffer AMPD (2 mol/l), pH 9.5); 750 ul de agua destilada
(Braun) y 1500 pl de Fast Red Violet solution (0.8 g/l stock) para cada
placa de 10 cm. Incubamos con estos 3 ml de mezcla durante 15 minutos
a temperatura ambiente y lavamos con TBS-T. Visualmente podemos
reconocer las colonias iPSC en formacion, tefiidas en rojo, y asi poder
calcular la eficiencia de la reprogramacion. (Figura R.35)
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M.2.4.2.2.Formacion de cuerpos embrioides

Una de las caracteristicas mas relevantes de las células pluripotentes es
la formacion de cuerpos embrioides, una vez retiramos el LIF del medio
de cultivo. Para ello se sembraron 200.000 células pluripotentes (ESC o
iPSC), en placas de 10 cm sin gelatinizar y con medio ESC sin LIF. A las 48
horas las células fueron analizadas en el microscopio dptico para la
observacion de cuerpos embrioides.

M.2.5. Reprogramacion

M.2.5.1 Reprogramacion a iPSC

En la reprogramacién a iPSC se emplean combinaciones de retrovirus
que expresan Oct3/4, Sox2 y KIf4, en presencia y ausencia de c-Myc
(OKS/M). Los retrovirus ecotropicos se generaron mediante la
transfeccion en células 293T del plasmido empaquetador pCL-Eco vy el
plasmido retroviral correspondiente i.e. pMXs-Oct3/4, pMXs-Sox2,
pMXs-KIf4 y pMXs-c-Myc tal y como se describe en detalle en M.3.2.1.

Una vez se generan los retrovirus en el medio de las células 293T
cotransfectadas, se coinfectan los MEF con voliumenes iguales de cada
sobrenadante retroviral. Dos dias después de la infeccion los MEF fueron
tripsinizados y pasados a placas de 10 cm, previamente tratadas con PBS
suplementado con 0.1% gelatina. El medio de cultivo fue sustituido por
medio de cultivo ESC (ver M.2.4) y renovado diariamente durante la
reprogramacion. Al cabo de tres y cinco semanas después de la
infeccidn, las colonias adquieren un tamafio suficiente para ser aisladas
individualmente.

Para aislar las colonias de las placas de 10 cm, se retira el medio de
cultivo, se lava con PBS y se mantiene con 2 ml de PBS. Las colonias se
aspiran con una micropipeta de 2 pl y se transfiere a un pocillo de una
placa de 96 pocillos con 20 pl de tripsina ya afiadidos en cada pocillo. La
placa de 96 pocillos se introduce en el incubador 15 minutos y se afiade
180 ul de medio ESC. Posteriormente se transfiere todo el volumen a un
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pocillo de 24 previamente gelatinizado conteniendo 250 ul de medio
ESC. Las colonias fueron expandidas y transferidas, secuencialmente, a
placas de mayor drea renovando el medio diariamente.

M.2.5.2. Reprogramacién a endodermo hepatico

En los experimentos de reprogramacién a endodermo hepdtico se
utilizaron las combinaciones retrovirales descritas en la tabla TM2. Los
retrovirus ecotrdpicos se generaron tal y como se describe en la seccidn
M3.2.1 utilizando el plasmido empaquetador pCL-Eco y el plasmido
retroviral correspondiente i.e. pBABE-Foxa2, pBABE-Gatad4 y pMIGR1-
GFP.

Una vez se generan los retrovirus en el medio de las células 293T
cotransfectadas, se coinfectan los MEF con volimenes iguales de cada
sobrenadante retroviral de acuerdo con la tabla TM2. Dos dias después
de la infeccion los MEF fueron tripsinizados y pasados a placas de 10 cm,
previamente tratadas con PBS suplementado con 0.1% gelatina.

El medio de cultivo empleado fue DMEMc que consta de Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) con Glutamax, suplementado con 4.5
g/l glucosa (Gibco), 10% FBS y 1X penicilina/estreptomicina (Gibco).

El medio de cultivo fue cambiado todos los dias durante la
reprogramacion. Al cabo de tres y cinco semanas después de la
infeccidn, las colonias adquieren un tamafio suficiente para ser aisladas
individualmente. Las colonias se aislaron tal y como se describe en el
apartado anterior.

M.2.5.3. Reprogramacion a hepatocitos

Las distintas combinaciones retrovirales empleadas en los experimentos
de reprogramacion a hepatocitos se muestran en la Tabla TM3. Los MEF
fueron infectados con volimenes equivalentes de cada retrovirus. Dos
dias después de la infeccidon, cada placa de células infectadas con las
distintas combinaciones retrovirales fueron tripsinizadas y pasadas a 2
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placas de 10 cm, previamente gelatinizadas con 0.1% de gelatina en PBS.
De tal forma que, al pasarlas, la mitad de las células continuarian
creciendo en una placa de 10 cm con medio DMEMc mientras que, la
otra mitad de células crecerian en una placa de 10 cm donde en vez de
DMEMc cambiamos el medio de cultivo por un medio de cultivo
condicionado hepético, MCH. Este medio MCH consta de una mezcla de
los medios comerciales IMDM y F12 (Gibco) en un ratio 1:3,
suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS), 1X
penicilina/estreptomicina (Gibco), y los siguientes factores de
crecimiento (Sigma): factor de crecimiento epitelial (EGF) 10 pg/ml,
factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2) 100 pg/ml, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) 50 pg/ml, factor de crecimiento
hepatico (HGF) 10 ng/ml y el factor de crecimiento transformante (TGFB)
100 pg/ml. Los factores de crecimiento se seleccionaron de acuerdo con
la bibliografia [112, 192, 199].
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M.3. INTRODUCCION DE DNA EN CELULAS EUCARIOTAS
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M.3.1. Transfecciones

La transfeccidn se refiere a la introduccidon de material genético externo,
generalmente en forma de DNA plasmidico, en células eucariotas
mediante métodos no virales. El DNA plasmidico se purificé con el kit
comercial (Maxiprep kit, QIAGEN) y se cuantific6 mediante un
espectrofotometro Nanodrop 2000c (ThermoScientific).

M.3.1.1. Transfeccion de ESC con liposomas

El reactivo para la transfeccién mediante liposomas utilizado es la
Lipofectamina 2000 (Life Technologies). Este reactivo contiene
subunidades de lipidos que forman liposomas en un medio ambiente
acuoso que rodea el material genético a transfectar, i.e. DNA plasmidico,
siRNA, miRNA, shRNA, etc. La formacién del complejo
DNA:Lipofectamina se realizo siguiendo las instrucciones facilitadas por
el fabricante (/nvitrogen). A continuacién se detallan los protocolos
especificos para cada tipo celular. Dos horas antes de la transfeccién se
cambia el medio de cultivo a las células por medio fresco sin antibiético.

Se sembraron 500.000 células madre embrionarias de ratén /pocillo en
placas de 6 pocillos el dia anterior a la transfeccidon. El complejo de
transfeccion se generd mezclando 200 pl de OptiMEM (Gibco)
conteniendo 4 pg de DNA total (plasmido, o mezcla de plasmidos a
transfectar), con otros 200 pl de OptiMEM conteniendo 4 pl de
Lipofectamina 2000. Tras mezclar el DNA con la lipofectamina se dejé
incubar 20 minutos a temperatura ambiente, para que se forme el
complejo de transfeccién. Una vez transcurrido este tiempo los 400 pl
de mezcla fueron afiadidos a cada pocillo. Las células fueron incubadas
durante toda la noche con el complejo de transfeccién, que se retird al
dia siguiente para afadir medio nuevo.
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M.3.2. Infecciones

Una infeccion consiste en la introduccién de material genético externo
en células eucariotas mediante particulas virales generadas
artificialmente en el laboratorio. En nuestros experimentos se utilizaron
dos tipos de particulas virales para realizar las infecciones, retrovirus en
células de ratdn y lentivirus en células humanas.

M.3.2.1. Generacion de retrovirus e infeccion

Las particulas retrovirales se generan mediante la cotransfeccion de
varios plasmidos en células empaquetadoras. Un plasmido “helper”
proporciona en trans los diferentes componentes del virus, mientras que
otro plasmido retroviral contiene secuencias esenciales para el
empaquetamiento del virus junto con el cDNA de la proteina a expresar.
Las células empaquetadoras 293T expresan el proto-oncogen SV40 large
T antigen, que permite la replicacion episomal de los plasmidos
transfectados que contengan el origen de replicacién SV40. Esto permite
la amplificacion y expresion extendida en el tiempo de los productos de
los genes deseados y por tanto la generacion de retrovirus a un titulo
alto. El uso de pCL-Eco como plasmido “helper” da lugar a particulas
retrovirales infectivas exclusivamente para células murinas. La
transfeccion de los plasmidos en la linea celular 293T se llevd a cabo
mediante el método del fosfato cdlcico tal y como se describe a
continuacién.

El dia anterior a la transfeccion, se siembran las células 293T en placas
de 10 cm a una densidad de 3 x 10° células/placa (una placa por cada
retrovirus a generar). Dos horas antes de la transfeccién, se cambio el
medio de cultivo. En tubos de 15 ml se mezclan 10 ug del plasmido
retroviral, 10 ug de pCL-Eco (replication-incompetent helper vector), 100
pl de CaCl, 2.5 M y H,0 estéril hasta alcanzar un volumen final de 1 ml.
Esta solucién se anade gota a gota sobre 1 ml de 2X HBS (1.5 mM
Na,HPO,4, 273 mM NaCl, and 54 mM HEPES; pH 7.05) estéril. Al mismo
tiempo que se afiade, se burbujea la solucién de HBS 2x con una pipeta
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Pasteur de vidrio acoplada a una pro-pipeta automatica (Drummond).
Esta mezcla se deja reposar un minimo de 2 minutos y un maximo de 15
minutos para facilitar la formacion del precipitado y se anade
cuidadosamente a una placa de 10 cm de células 293T mientras
movemos la placa en circulos para que la mezcla se disperse
perfectamente en la placa. Las células se mantienen en el incubador
durante toda la noche (maximo 20 horas) y al dia siguiente se cambia el
medio de cultivo y se incuban durante 24 horas mas. A las 48 horas de la
cotransfeccidn se recoge el sobrenadante que contiene el retrovirus, se
filtra a través de un filtro de 0.45 um, se le afiaden 4 pg/ml de polybrene,
un polimero catidnico que incrementa la eficiencia de la infeccidn,
evitando la agregacién de retroviral, y ya estd listo para usarse. La
congelacion de este medio con retrovirus reduce notablemente el titulo
viral, por lo que debe prepararse fresco cada vez que se necesite.

El dia anterior a la infeccion, se siembran las células a infectar en placas
de 10 cm a una densidad de 10° células/placa. Al dia siguiente, se retira
el medio de cultivo de las células a infectar y se sustituye por 4 ml de
sobrenadante retroviral. En el caso de infecciones con varios retrovirus
y/o lentivirus simultdneamente (combinaciones retrovirales), se
realizaron mezclas de volimenes equivalentes de cada virus hasta un
volumen total de 4 ml. Cinco horas después de la infeccién se afiaden 6
ml de medio fresco a los 4 ml de mezcla retroviral/lentiviral. Las células
se incuban a 37 °C durante toda una noche. Por otra parte, se afade 10
ml de medio de cultivo fresco a las células 293T transfectadas y se
vuelven a incubar un dia mas. Si se requieren niveles de infeccion mas
altos, se repite el proceso de infeccién tal y como se ha descrito usando
el sobrenadante de 72 horas de las placas de 293T. Estas células
contindan produciendo retrovirus hasta 72 horas después de la
transfeccion.
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M.3.2.2. Generacion de lentivirus e infeccion

La estrategia para generar particulas lentivirales es idéntica a la
estrategia utilizada para generar retrovirus, con la salvedad que en lugar
de un plasmido “helper” se usan tres. El dia anterior a la transfeccién se
siembran 3 x 10° células/pocillo en placas de 10 cm (una placa por cada
lentivirus a generar). Dos horas antes de la transfeccidn, se cambi6 el
medio de cultivo por medio fresco. El complejo de transfeccién se
generd mezclando 500 ul de OptiMEM conteniendo 25 pg de DNA total
(5 pug pLP1, 5 ug pLP2, 5 ug pVSVG y 10 ug de plasmido lentiviral), con
otros 500 ul de OptiMEM conteniendo 60 pl de Lipofectamina 2000. Tras
mezclar el DNA con la lipofectamina, se dejé incubar un minimo de 20
minutos, a temperatura ambiente, para que se forme el complejo de
transfeccion. Una vez transcurrido este tiempo, se aifadieron los 1000 pl
de mezcla a cada placa de 10 cm de 293T. Se incubaron las placas
durante toda la noche y al dia siguiente se cambid el medio por medio
fresco DMEMc. Las células se mantienen en el incubador durante las
siguientes 48 horas para facilitar la acumulacién de lentivirus en el
sobrenadante. Transcurrido este tiempo se recoge el sobrenadante, se
filtra a través de un filtro de 45 um, se afiaden 4ug/ml de polybrene y se
distribuye en alicuotas en tubos eppendorf (1 ml/tubo). Al contrario que
los retrovirus, los lentivirus pueden congelarse sin pérdidas significativas
de titulo, por lo que las alicuotas no utilizadas se guardan a -80° C.

El dia anterior a la infeccidon, se siembran las células a infectar, en placas
6 pocillos, a una densidad de 5 x 10° células/placa o placas de 10 cm a
una densidad de 1 x 10° células. Al dia siguiente se retira el medio de
cultivo a las células a infectar y se afiade 1 ml de DMEMc conteniendo
100 ul de cada suspensién lentiviral concentrada a cada pocillo. Las
distintas combinaciones lentivirales se muestran en la Tabla TM6. Las
células infectadas fueron incubadas durante 5 horas a 37° C, 5% CO,.
Transcurrido este tiempo se afiadid 1 ml de medio fresco y fueron
incubadas durante toda la noche.
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M.4. PREPARACION DE MUESTRAS
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M.4.1. Aislamiento de RNA

La abundancia relativa de los diferentes mRNA presentes en las células
en cultivo se determind mediante PCR cuantitativa a tiempo real, para lo
cual se extrajo el RNA total.

M.4.1.1. Extraccion de RNA

La extraccién de RNA se realizd en una campana de extraccion de gases
(Kéttermann). Las placas se mantuvieron en un soporte a 4°C para evitar
la degradacién del RNA. Se afadieron 350 pul de tampdn de lisis RLT
(QIAGEN) suplementado con B-mercaptoetanol (1:100) directamente a
las placas. Para conseguir una buena homogeneizacién, se recogio el
lisado celular tras rascar la placa con la base de la aguja de una jeringa
de 1 mly posteriormente se pasé al menos 5 veces a través de una aguja
acoplada a una jeringa de 1 ml estéril. Cuando la muestra esta
perfectamente homogeneizada se transfirié el lisado a un eppendorf de
1.5 ml colocado previamente en hielo. El aislamiento del RNA del lisado
celular, fue realizado mediante el kit comercial (RNeasy Mini Kit,
QIAGEN), con el protocolo automatizado RNeasy mini standard,
programado en Qiacube (QIAGEN).

M.4.1.2. Cuantificacion y conservacion del RNA

La cuantificacion de RNA para su posterior utilizacién en PCR
cuantitativa a tiempo real se realizéd inmediatamente después de su
extraccion, en un espectrofotémetro Nanodrop 2000c
(ThermoScientific). Su pureza se determind mediante el cociente de
absorbancia (A260/A280). Una vez cuantificado el RNA es almacenado a
-80° C hasta su utilizacién.

M.4.2. Extraccion de DNA gendmico

El DNA gendmico se extrajo mediante el kit illustra™ triplePrep (GE
Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI DNA fue
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cuantificado mediante el espectrofotometro Nanodrop 2000c
(ThermoScientific) y posteriormente almacenado a -20°C.

M.4.3. Preparacion de cDNA

La conversion de RNA a cDNA se realiza mediante la enzima
retrotranscriptasa o transcriptasa reversa. La retrotranscripcién (RT) se
realiza usando la transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina
M-MLV (Invitrogen). La mezcla de reaccion habitual, para un volumen
final de 20 pl es la siguiente: Buffer 1X para RT, 10 mM DTT, 500 uM
dNTPs, 3 uM oligo d(T)14, 60 U de inhibidor de RNasas A, By C
(RNaseOUT, Gibco BRL) y 250 U de transcriptasa reversa M-MLV. A esta
mezcla se le ainaden 10 ul de una solucidn acuosa que contiene 1 ug de
RNA total. La mezcla se incubé durante 75 min a 42°C. El cDNA obtenido
se conservo a -80 °C hasta su utilizacion.

M.4.4. Preparacion de extractos proteicos

Los extractos proteicos totales se obtienen usando el reactivo comercial
M-PER (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. La extraccidon
del extracto proteico nuclear y citoplasmico se realizd mediante el
reactivo comercial NE-PER (Pierce) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los extractos proteicos se cuantificaron mediante el método
de Bradford. Una vez cuantificado, el extracto proteico fue alicuotado y
conservado a -80°C hasta su posterior utilizaci
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M.5. TECNICAS ANALITICAS EN BIOLOGIA MOLECULAR
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M.5.1. PCR cuantitativa a tiempo real

El cDNA obtenido tras la transcripcion reversa fue amplificado con un
termociclador a tiempo real Light Cycler 1.5 (Roche Diagnostics). Cada
reaccidon consta de 7.5 pl de LightCycler-DNA FastStart Master SYBR
Green | 2X (Roche), cloruro de magnesio (2-4 mM), 3 ul de una dilucién
1/20 de cDNA, los correspondientes primers a una concentracién final
de 0.3 uM y agua hasta un volumen final de 15 pl totales. Tras una etapa
de 8 min a 95 °C (para desnaturalizar el DNA y activar la Taq polimerasa),
el cDNA se amplific6 mediante 32-46 ciclos de PCR de 1 segundo a 95 °C,
5 segundos a la temperatura de hibridacion (52-65 °C) y 10-20 segundos
a 72 °C. El seguimiento a tiempo real de la reaccién de PCR y la
cuantificacion exacta de los productos en la fase exponencial de la
amplificacion se llevaron a cabo de acuerdo con el software de
cuantificacion de LightCycler y segun las recomendaciones del
fabricante. Las reacciones de amplificacién de cada cDNA se realizaron
por triplicado. Los datos se expresaron relativizados al valor del control y
se normalizaron con respecto al valor de expresién del gen ubicuo
Actina.

La especificidad de los primers se comprobé mediante electroforesis del
producto de PCR en un gel de agarosa. La obtencidn de una banda Unica
del tamafio esperado confirmé dicha especificidad. Los primers se
disefiaron, en la medida de lo posible, flanqueando intrones para evitar
la amplificacion de DNA gendmico. Las secuencias de los primers se
muestran en la Tabla TM8.

M.5.2. Western blot

El Western blot, o inmunoblot, es una técnica analitica utilizada para la
deteccidon de proteinas especificas en un extracto celular complejo. Los
extractos proteicos fueron mezclados con 4X Laemmli buffer (Bio-Rad),
calentados a 100°C durante 5 minutos, cargados en un gel SDS-PAGE con
diferentes concentraciones de acrilamida (dependiendo del peso
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molecular de la proteina) y sometidos a electroforesis a 100 V en 1X
running buffer (25 mM Tris-base, 200 mM glicina, 0,1% SDS).

Seguidamente las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa mediante iBlot Gel Transfer system (Invitrogen), siguiendo
las indicaciones del fabricante. La transferencia proteica a la membrana
fue verificada mediante tincidn con el reactivo Rojo Ponceau (Sigma). La
membrana fue incubada para su bloqueo con un 5% (peso/volumen) de
leche desnatada en TBS-Tween-20 (10 mM Tris-HCI, pH 7.5; 100 mM
NaCl y 0.1% Tween-20) durante una hora. Posteriormente, la membrana
fue incubada toda la noche con el correspondiente anticuerpo primario
diluido en 5% de leche desnatada en TBS-Tween-20 (TBS-T). El dia
siguiente la membrana fue lavada con TBS-T (3 lavados de 10 minutos
cada uno) y posteriormente incubada con el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa, diluido en 0.5% de leche
desnatada en TBS-T, durante 45 minutos. Una vez cumplido el tiempo de
incubacién, se procedié a lavar la membrana con TBS-T tres lavados de
10 minutos. Finalmente la deteccion de la proteina fue realizada
mediante el reactivo de quimio-luminiscencia ECL blotting detection
(Amersham Life Sciences).

M.5.3. Hibridacidn y analisis de microarrays

Un chip de DNA (DNA microarray) es una superficie sélida a la cual se
une una libreria de fragmentos de DNA. Los chips de DNA se utilizan
para analizar la expresion diferencial de genes, monitorizdndose los
niveles de miles de ellos de forma simultanea.

El analisis mediante microarrays fue realizado a partir del RNA total de
mESC, MEF vy clones aislados de MEF infectados con distintas
combinaciones retrovirales (ver Figuras R.13 y R.14). Se analizé la
viabilidad y la calidad de este RNA mediante un bioanalizador (Agilent
2100 Bioanalyzer, Agilent). El numero de la integridad del RNA (RIN)
oscila entre 10 (intacto) y 1 (totalmente degradado), La totalidad de las
muestras analizadas tenian un RIN > 9. El andlisis de expresion génica
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fue realizado en el servicio de microarrays de la Universitat de Valéncia,
de acuerdo con el protocolo recomendado por Affymetrix usando el
array Mouse Gene 1.0 ST (Affymetrix) a partir de 300 ng de RNA total.
Los arrays hibridados fueron digitalizados en un escédner Affymetrix
GeneChip 3000 7G (Affymetrix). Tres muestras diferentes por grupo
fueron examinadas. Los datos se normalizaron utilizando el algoritmo
multiarray (RMA). Acto seguido, se excluyeron los datos de las sondas
gue no alcanzaron un valor de la expresién log, de 5 unidades de
fluorescencia en al menos una muestra, que resultdé en la seleccién de
un total de 19621 sondas de la serie original de 28853. Para identificar
los genes expresados diferencialmente entre los diferentes grupos de
estudio de microarrays, se emplearon modelos lineales para datos de
microarray.

M.5.4. Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

Un ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA), es una
técnica de electroforesis de afinidad utilizada para estudiar las
interacciones proteina-DNA o proteina-RNA. Con este procedimiento se
puede determinar si una proteina o una mezcla de proteinas es capaz de
unirse a una secuencia de DNA o RNA determinada.

Para la realizacién de este ensayo se utilizaron extractos nucleares de
CCE1.19 (linea de ESC murinas), obtenidos mediante el reactivo de
extracciéon de proteinas NE-PER siguiendo las instrucciones del
fabricante. El marcaje de la sonda, la transferencia y la deteccién se
realizd mediante el kit comercial DIG Gel Shift kit, 2nd Generation
(Roche), con modificaciones menores. Las reacciones de union a DNA
incluyeron 15 pg de extracto nuclear, 157 fmol de sonda marcada, 1
ug/ul Poli Lysine y 1 ug/ul of poly (dIdC) (Roche) en 20 ul de tampdn
EMSA. Este tampdn contenia HEPES 12 Mm, pH 7.9; 4 mM de Tris-HCl,
pH 8.0; 12 mM de glicerol, 5 mM MgCl2, 60 mM KCl, 0.6 mM de EDTA
pH 7.9, 0.28 mg/ml de BSA y 0.6 mM de DTT. Las reacciones de unidn se
incubaron durante 20 min a temperatura ambiente. Donde se especifica,
se afadieron 2 pl del anticuerpo anti-Gatad4 (sc-9053, Santa Cruz
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Biotechnology) después de 10 minutos de incubacién y la reaccion
continud 10 minutos mas. Las reacciones de union se resolvieron en un
gel no desnaturalizante al 6% TBE-poliacrilamida (16,5 x 20 cm) 0,5X Tris-
borato-EDTA (TBE) a 20 mA (corriente constante). El gel se electro-
transfirié en tampdn TBE 0.4% usando una membrana de transferencia
Hybond N+ durante 2 horas a 400 mA mediante un tanque de
transferencia (548 x 480 - Semi-dry blotter, Sigma). La reaccion de unién
del DNA a la membrana (DNA-crosslinking) fue realizada mediante la
exposicion de la membrana a la luz UV durante 12 minutos (306 nm) con
un transiluminador Gel-Logic 200. Los primers utilizados se muestran en
la Tabla TM9

M.5.5. Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiIP)

La inmunoprecipitacion de la cromatina es una técnica experimental
utilizada para investigar la unién de proteinas al DNA gendmico. Este
ensayo fue realizado utilizando el kit comercial Low cell number ChIP
(Dianogenode) tal y como se describe en [203]. La linea CCE1.19 fue
cultivada en placas de 10 cm. El DNA inmunoprecipitado se analizo
utilizando el LightCycler 480 Real-Time PCR. Los primers disefiados para
el ChIP se muestran en la Tabla TM10

M.5.6. Ensayos reporteros

Este ensayo se emplea para estudiar la regulacion de genes, situando un
gen reportero (luciferasa) tras el promotor en estudio. Para ello se
cotransfectan en una linea celular determinada dos plasmidos
reporteros. Un plasmido contiene el promotor a analizar regulando la
expresion de la enzima luciferasa (de luciernaga). El segundo plasmido
contiene un promotor constitutivo del virus del sarcoma de Rous (RSV)
SV40 controlando la expresidon de otra enzima luciferasa (de Renilla
reniformis) comunmente denominada “renilla”.

Mediante una reaccion de deteccién por quimioluminiscencia se puede
medir la actividad de la luciferasa/renilla y asi poder analizar la actividad
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del promotor en estudio. La actividad del promotor en estudio serd
directamente proporcional a la cantidad de luciferasa (firefly luciferase)
producida en dichas células transfectadas. Los niveles de actividad de la
renilla son utilizados para normalizar los datos de la luciferasa.

Una vez transfectadas las células se incubaron durante 48 horas a 37 °C
y 5% CO,. El ensayo reportero se realizé mediante el kit comercial (Dual-
luciferase reporter assay, Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se midi6 la actividad de la luciferasa y de la renilla en un
lumindmetro de placa (Berthold) mediante el software Simplicity 2.1.
Finalmente se normalizaron los datos de la luminiscencia de la luciferasa
con los datos de luminiscencia de la renilla.
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M.6. TABLAS
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Plasmidos empleados en reprogramacion a pluripotencia

sitios de clonacion

pLKO.1-shGata4-3

Nombre Fuente Tipo de Vector
pMXs-c-Myc Addgene Retroviral
pMXs-KIf4 Addgene Retroviral
pMXs-Nanog Addgene Retroviral
pMXs-Oct3/4 Addgene Retroviral
pMXs-Sox2 Addgene Retroviral
Plasmidos empleados en conversion a endodermo
pBABE-GATA4 Dr. K. Zaret Retroviral
pBABE-FOXA2 Dr. K. Zaret Retroviral
pMIGR1-Hhex Esta Tesis Retroviral Xhol-EcoRlI
pPYCAG-HA-GATA4 Esta Tesis Episomal Xhol-Notl
Plasmidos empleados en conversion a hepatocitos
pBABE-HNF4a Dr. K. Zaret Retroviral
pMIGR1-HNFla Esta Tesis Retroviral Xhol-EcoRlI
pMIGR1-HNF6a Esta Tesis Retroviral Xhol-EcoRlI
Plasmidos reporteros
Nanog-pGL3 Dr. P. Robson Reportero
Nanog-pGL3-enh/prom Esta Tesis Reportero Kpnl-Sacl
pGL3-Basic Promega Reportero
Plasmidos seleccion celular
pMIGR1-GFP Dr. A. Pellicer Retroviral
pMXs-dTomato Addgene Retroviral
pPYCAG-IP Dr. A. Smith Episomal
Plasmidos empaquetadores
pCL-Eco Addgene Retroviral
pLP1 Dr. R. Gregory Lentiviral
pLP2 Dr. R. Gregory Lentiviral
pVSVG Dr. R. Gregory Lentiviral
Plasmidos shRNA para Gata4
pLKO.1-shLuc Dr. Y-M. Jeng Lentiviral
Open Biosystems Lentiviral
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pLKO.1-shGata4-4 Open Biosystems Lentiviral
pLKO.1-shGata4-5 Open Biosystems Lentiviral
pLKO.1-shGata4-6 Open Biosystems Lentiviral

Tabla TM1. Plasmidos utilizados en esta tesis

M.6.2. Combinaciones retrovirales

Factores de Yamanaka Factores de transcripcion endodermo Abreviaturas
Hhex H

Foxa2+Hhex F+H
Foxa2+ Gatad F+G

Oct4, KIf4, Hhex OKS+H

Sox2 Foxa2+Hhex OKS+ F+H

Foxa2+ Gatad OKS+F+G

Oct4, KIf4, Hhex OKSM+H

Sox2, c-Myc Foxa2+Hhex OKSM+ F+H
Foxa2+ Gatad OKSM+F+G

Tabla TM2 Combinaciones retrovirales utilizadas en la reprogramacién a endodermo

hepatico.

Factores de Yamanaka

Factores de transcripcion hepaticos y
endodérmicos

Abreviaturas

HNFla+ HNF4a + HNF6 +Hhex + Foxa2 + Pool
Gatad Hepato

OKS

Oct4, KIf4, HNF1a+ HNF4a + HNF6 +Hhex + Foxa2 + Pool
Sox2 Gata4 Hepato
OKSM

Oct4, Kif4, HNF1a+ HNF4a + HNF6 +Hhex + Foxa2 + Pool
Sox2, c-Myc Gatad Hepato

Tabla TM3 Combinaciones retrovirales utilizadas en la reprogramacién a hepatocitos.
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Factores de Yamanaka Factores de transcripcion endodermo Abreviaturas
OKS
Oct4, KIf4, Foxa2 OKS+F
Sox2 Gata4 OKS+G
Gata4 + Nanog OKS+G+N
OKSM
Oct4, KIf4, Foxa2 OKSM+F
Sox2, c-Myc Gatad OKSM+G
Gatad+ Nanog OKSM+G+N

Tabla TM4. Combinaciones retrovirales utilizadas para estudiar el papel de Gatad en la
reprogramacion a pluripotencia.

Factores de Yamanaka | Infeccién a dia 0 | Reinfeccion a dia 8 Abreviaturas
Oct4, KIf4, OKS Gatad+ret-GFP OKS+RG+ret-GFP
Sox2 ret-RFP OKS+ret-RFP
Oct4, KIf4, OKSM Gata4+GFP OKSM+RG+ret-GFP
Sox2, c-Myc ret-RFP OKSM+ret-RFP

Tabla TM5. Combinaciones retrovirales utilizadas para la reinfeccién con Gata4.

plLKO.1- | pLKO.1- | pLKO.1- | pLKO.1- | pLKO.1-
Plasmido lentiviral shlLuc shGata4- | shGata4- | shGatad- | shGata4-
3 4 5 6
Lentivirus SHLUC SH3 SH4 SH5 SH6
Factores de OKS | 3SHLUC | 3SH3 3SH4 3SH5 3SH6
Yamanaka
(Retrovirus) OKSM 4SHLUC 4SH3 4SH4 4SH5 4SH6
Abreviaturas de las combinaciones virales

Tabla TM6. Combinaciones retrovirales y lentivirales utilizadas para el silenciamiento de la
proteina Gata4 en la reprogramacién a iPSC.
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M.6.3. Primers

Primers utilizados en la clonacion por PCR en plasmidos retrovirales

Nombre

Secuencia 5'3'

pMIGR1HhexXhol FP

AACTCG AGATGCAGT TCCCGCACC CGG GG

pMIGR1HhexEcoRI RP

GGG AAT TCT CAT CCA GCATTA AAGTAG CC

pMIGR1HNFlaXhol FP

AACTCG AGA CCATGGTTT CTAAACTGA GCCAG

pMIGR1HNF1laEcoRI RP

GGG AAT TCT TACTGG GAG GAA GAG GCCAT

pMIGR1HNF6aXhol FP

AACTCG AGA CCATGA ACG CGCAGCTGA CCATG

pMIGR1HNF6aEcoRI RP

GGGAATTCT CAT GCT TTG GTA CAAGTG C

Primers utilizados en la clonacion en plasmidos episomales

Nombre Secuencia 5'3'
AAC TCG AGC CAC CAT GTA CCC ATA CGA TGT TCC AGA TTA
PPYCAGHAGata4 FP CGC TTA CCA AAG CCT GGC CAT GGC CGC
pPYCAGHAGata4 RP AAG CGG CCG CTT ACG CGG TGA TTA TGT CCC CAT G

Primers utilizados en la clonacion en plasmidos reporteros

Nombre

Secuencia 5'3'

Nanog-pGL3-enh/prom FP

AAG GTA CCG CTG GGG CTA CACAGA GAA ACC

Nanog-pGL3-enh/prom RP

ATG AGCTCG TCCTTT CCT CTG GCG GCAGC

Tabla TM7. Parejas de primers utilizados en la clonacién de plasmidos mediante PCR.

Primers utilizados en PCR cuantitativa a tiempo real

Nombre Secuencia 5'3'

Actin FP GAC CAA GCT GCG GCT CAG CA
Actin RP CGC AAT CTG CTCCACGCG GT

Afp FP CTG GAG TGT CTG CAG GAT GG

Afp RP CAC AGC CGG ACCATTTCTC

Alb FP GCA TGG GCA GTA GCT CGCCT

Alb RP GGC AAG GTC CGC CCT GTC AT
Cdkn2a (p16) FP AGG GCCGTG TGCATGACG TG

Cdkn2a (p16) RP

TCA TCA CCT GAATCG GGG TAC GAC

Cdkn2a (p19) FP

CTC AAC GCC GAA GGG GCT GG

Cdkn2a (p19) RP

TGCCCATCATCATCA CCT GGT CC
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c-Myc FP enddgeno

TGA CCT AACTCG AGG AGG AGCTGG AATC

c-Myc RP enddégeno

AAG TTT GAG GCA GTT AAA ATT ATG GCT GAA GC

c-Myc FP total

CAG AGG AGG AAC GAG CTG AAG CGC

c-Myc RP total

TTATGCACCAGA GTTTCG AAGCTGTTCG

c-Myc FP exdgeno

CAG AGG AGG AAC GAG CTG AAG CGC

c-Myc RP exdgeno

TTATCG TCG ACCACT GTG CTG

Foxa2 FP

CGA ACA AAG CGG GCCTGG AT

Foxa2 RP

CCT CTCATTTCC CTT GTC CCCAGT

Gata4 FP exdgeno

GCATGG ACA CCCAGA CCAGGTC

Gata4 RP exdgeno

GGA GCA CTG GAA AAG CCT GCG

Gdf3 FP

TCT GCG GTCTGT CCCTGG GC

Gdf3 RP AGCAGC CGGTCACAGGGGTT

Gsc FP CGG AGA AGA GGG AAG AGG AAG GTA AAA
Gsc RP ATA AAT ACT ACG GTG GGG GAC GAG GCT CAC
KIf4 FP enddgeno CCAACT TGAACATGCCCGGACTT

KIf4 RP enddgeno TCT GCT TAA AGG CAT ACT TGG GA

KIf4 FP total CAC CAT GGA CCC GGG CGT GGCTGC CAG AAA
KIf4 RP total TTAGGCTGTTCTTTT CCG GGG CCA CGA

KIf4 FP exdégeno GCG AACTCA CACAGG CGA GAAACC

KIf4 RP exégeno TTATCGTCG ACCACT GTG CTG

Lin28 FP GGA GTG AGC GGC GGC CAA AA

Lin28 RP GCT GGG GTG GCA GCT TGC AT

Nanog FP enddgeno

CCA CTA GGG AAA GCCATG CGC

Nanog RP enddgeno

AGG AACCTGGCTTTG CCCTGAC

Nanog FP total

CCA CTA GGG AAA GCCATG CGC

Nanog RP total

CAC CTG GTG GAG TCA CAG AGT AGT

Nanog FP exégeno

CCA CTA GGG AAA GCCATG CGC

Nanog RP exdgeno

TTATCG TCG ACCACT GTG CTG

OcInl FP

CCT CCA ATG GCA AAG TGA ATG GCA

OcIn1 RP

TGT TTC ATA GTG GTC AGG GTC CGT

Oct4 FP enddgeno

TCTTTC CAC CAG GCCCCCGGCTC

Oct4 RP enddgeno

TGC GGG CGG ACA TGG GGA GAT CC

Oct4 FP total

CTG AGG GCC AGG CAG GAG CAC GAG
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Oct4 RP total

CTG TAG GGA GGG CTT CGG GCACTT

Oct4 FP exdgeno

TTG GGCTAG AGAAGG ATGTGG TTC

Oct4 RP exdgeno

TTATCG TCG ACCACT GTG CTG

Perp FP TCG CCCTGT GTG GACCCCAG

Perp RP TGG CGG CCC CCA AAAGGT CA
Slc8a5 FP GAA CTTTGC CGCCCCACCCA
Slc8a5 RP GCCACATGG CGT AGCCAGCT
Snail FP TTG TGT CTG CAC GAC CTG TGG AAA
Snail RP TCT TCA CAT CCG AGT GGG TTT GGA

Sox2 FP enddgeno

TAG AGC TAG ACT CCG GGC GAT GA

Sox2 RP enddgeno

TTG CTT TAA ACA AGA CCACGA AA

Sox2 FP total

GGTTACCTCTTCCTCCCACTCCAG

Sox2 RP total

TCA CAT GTG CGA CAG GGG CAG

Sox2 FP exdgeno

GGTTACCTCTTCCTCCCACTCCAG

Sox2 RP exdgeno

TTATCG TCG ACCACT GTG CTG

Sox7 FP

CTC GCT GCT GGG CGCCTATC

Sox7 RP GGT CCG GGTTCT GCACTG CC
Sparc FP ACATCG CCC CCT GCCTGG AT
Sparc RP GCA GTG GGG CCAGCT CAG TG
Syne2 FP GAG CAG CTG GCCACT TTAAC
Syne2 RP TCTTCACCCTGAGCG CTATT

Ttr FP GAG AGCTGCACG GGCTCA CC

Ttr RP TGA CGA CAG CCGTGG TGCTG
Zeb1FP TGC TCA CCT GCC CGT ATT GTG ATA
Zeb1RP AGT GCA CTT GAACTT GCG GTT TCC

Tabla TM8. Parejas de primers utilizados para analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real.
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Primers EMSA
Nombre Secuencia 5'3'
Gata4 Site ECR IV FP CAG GATTTCTTC TGA TAG CTT TAT GGA ACG
Gata4 Site ECR IV RP CGT TCC ATA AAG CTA TCA GAA GAA ATCCTG

Gataé Site ECR IV FP Mut® | CAG GAT TTC TTC GCG CGC CTT TAT GGA ACG

Gata4 Site ECR IV RP Mut | CGT TCC ATA AAG GCG CGC GAA GAAATCCTG

Tabla TM9. Primers utilizados en el ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA). El sitio

.y . . 1 . s
de union consenso para factores Gata estd marcado en negrita. "Mut: primers con una mutacién en

el sitio de unién de Gata4 (subrayado).

Primers ChIP

Nombre Secuencia 5'3'
ECR IV-Gata4 ChIP FP GTCAGCCCACGCATTTCTCTG TG
ECR IV -Gata4 ChIP RP TCCTACTGG GTT GGT GAA GAT TCCA
ECR Il -Gata4 ChIP FP CAG CTA GTT CCA ACCAGG TCT AA
ECR Il -Gata4 ChIP RP TGA GAG TCT CTG GTG AAA GAT CC
CYP17al-Gata4 ChIP FP AGCTCCTCCTCCAGG AGTTC
CYP17al-Gata4 ChIP RP GCA AGA GACCCACAAGTT CC

Tabla TM10. Primers utilizados en el ChIP de Gata4.
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R.1. REPROGRAMACION DE FIBROBLASTOS A LINAJE
HEPATICO
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El uso de hepatocitos humanos en estudios farmacotoxicoldgicos,
patofisioldgicos o en terapia génica requiere de unos protocolos que
permitan la obtencién de grandes cantidades de hepatocitos con
fenotipo adulto. Los hepatocitos humanos en cultivo pierden su
capacidad proliferativa y su fenotipo a los pocos dias de su aislamiento,
lo que restringe el uso de higados humanos como una fuente ilimitada
de hepatocitos adultos. Con el fin de desarrollar un protocolo de
diferenciacién a hepatocitos, dividimos el proceso en dos fases, una
primera fase de diferenciacion a endodermo hepatico con capacidad
proliferativa y una segunda fase que permita la obtencién de
hepatocitos adultos a partir de endodermo hepatico.

Estudios de ganancia y pérdida de funcién en diferentes modelos
animales han puesto de manifiesto que miembros de la familia de
factores de transcripcion Foxa son esenciales para la formacion del
endodermo definitivo y su posterior especificacion a higado [123, 132].
Paralelamente, la expresidn de los factores de la familia Gata también
parece ser esencial en la formacién del primordio hepatico [133, 204,
205]. La expresion del factor de transcripcion Hhex, se requiere para
adquirir la competencia hepatogénica del endodermo definitivo, paso
fundamental para el posterior desarrollo del higado [146, 150, 206-208].

R.1.1. Reprogramacion de MEF a endodermo hepatico

Para reprogramar fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) a
endodermo hepatico, se siguieron dos estrategias.

1. La reprogramacion directa de MEF a endodermo hepatico
mediante la expresion retroviral de Gata4, Foxa2 y Hhex.

2. La reprogramacion indirecta de MEF a endodermo hepdtico a
través de formas metaestables de células pluripotentes,
combinando la expresion retroviral de Gata4, Foxa2 y Hhex con
retrovirus que expresan los factores de reprogramacidon a
pluripotencia, esto es, Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc.
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R.1.1.1. La expresion de Foxa2 y Gata4 no es suficiente para
reprogramar MEF a endodermo hepatico

Los MEF infectados con combinaciones de retrovirus que expresan los
factores de transcripcion Gata4, Foxa2 y Hhex se volvieron senescentes
a las dos semanas de reprogramacion sin apreciar cambios morfoldgicos
que indicaran su reprogramacién hacia endodermo hepatico (Tabla
T™2).

Con el fin de llevar a cabo la reprogramacion indirecta, infectamos los
MEF con los factores de transcripcidn ya utilizados en la reprogramacion
directa junto con los factores usados por Yamanaka para reprogramar a
iPSC, esto es, Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc. Nuestra hipotesis de trabajo era
reprogramar los MEF a formas tempranas o metaestables de iPSC y que
posteriormente los factores pro-endodérmicos las redirigieran a
endodermo hepatico (Tabla TM2).

Tras infectar los MEF con las distintas combinaciones retrovirales,
comenzé a observarse la formacion de colonias entre la segunda y la
tercera semana de infeccidén. Aquellas combinaciones que incluian Hhex
fueron las primeras colonias en aparecer. A nivel morfoldgico, las
colonias formadas en las placas OKS+F+G, OKSM+F+G y OKS+H
resultaron muy distintas de la morfologia tipica de iPSC. Las colonias de
la combinacién que incluia Foxa2 y Gata4 poseian una forma granular
con bordes irregulares y no bien definidos, conteniendo células con
morfologia fibrobldstica, muy compactas, de menor tamaio (Figura R.1).
La combinacién OKS + Hhex produjo estructuras celulares similares a
colangiocitos (ver apartado R.1.1.2)-

El tiempo post-infeccidon necesario para la formacion de clones/colonias
de un tamafo dptimo para su aislamiento y expansion fue variable en
funcién del tratamiento, oscilando entre tres y cinco semanas. En total
se aislaron 6 clones de cada tratamiento retroviral, escogiendo aquellos
gue siendo de morfologia similar diferian de la morfologia tipica de las
colonias de iPSC.
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10 dias

Figura R.1. Morfologia de colonias representativas y clones aislados de MEF reprogramados con
OKSM y OKSM+F+G. Imagenes de contraste de fases mostrando la morfologia de colonias en
formacion a dias 10 y 15 después de la infeccidn. Los paneles inferiores muestran la morfologia de
clones aislados. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc; OKSM+F+G: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc, Foxa2 y
Gata4.

Nanog es el marcador esencial de pluripotencia; su ausencia es sintoma
claro de una falta de pluripotencia y viceversa [88, 209, 210]. Esta bien
documentado que la diferenciacién de células pluripotentes se
acompafia de un silenciamiento en la expresion del factor de
transcripcion Nanog [210-212].

Para determinar qué clones contenian células diferenciadas no
pluripotentes, requisito indispensable para la reprogramacién a
endodermo, se aislé RNA total de los diferentes clones seleccionados y
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se analizd por PCR cuantitativa a tiempo real los niveles de Nanog
(Figura R.2).

mRNA Nanog/mRNA Actina
Unidades Arbitrarias

w oo
+H +F+H +F+G +H +F+H  +F+G ¢ 9
IS

OKS OKSM

Figura R.2. Expresion del factor de transcripcion Nanog en clones aislados. Los niveles de mRNA de

Nanog fueron determinados mediante PCR cuantitativa a tiempo real en 3 de los clones aislados de
MEF infectados con cada combinacidn retroviral. OKS: Oct4, KIf4, Sox2; OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-
Myc; +F: Foxa2; +G: Gata4; +H: Hhex; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén; mESC: Células
madre embrionarias de ratén.

Todos los clones aislados muestran niveles marginales (escasamente por
encima del fondo) de Nanog cuando se compara con ESC, indicando que
todos ellos carecen de una pluripotencia verdadera y por tanto debe
tratarse de células diferenciadas. Sea como fuere, los niveles de
expresion de Nanog en las infecciones que incluian Foxa2 y Gata4 son
inferiores al resto de manera estadisticamente significativa.

Para determinar si los clones se habian diferenciado hacia endodermo,
se llevé a cabo un analisis limitado por PCR cuantitativa a tiempo real, de
la expresion de dos marcadores tipicamente endodérmicos: Goosecoid
(Gsc) y Sox7 (Figura R.3). Gsc se expresa en la linea primitiva del embrién
temprano y en las células precursoras del endodermo definitivo anterior
y notocordio [213]. Sox7 se expresa en el endodermo visceral [214].
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Figura R.3. Niveles de expresion de los marcadores endodérmicos Gsc y Sox7. Analisis mediante

PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresion de los marcadores endodérmicos Gsc (A)
y Sox7 (B) en clones aislados y expandidos de MEF infectados con diferentes combinaciones
retrovirales. Se muestra la media aritmética de 3 clones seleccionados de cada infeccidn retroviral
junto con su desviacion tipica. OKS: Oct4, KIf4, Sox2; OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +F: Foxa2; +G:
Gata4; +H: Hhex; MEF: Fibroblastos embrionarios de raton; mESC: Células madre embrionarias de
ratén.

Tal y como se observa en la Figura R.3, la expresién de Gsc y Sox7 resultd
heterogénea. Sin embargo, parece claro que todas las combinaciones
retrovirales que incluyen OKS parecen expresar niveles de Gsc y Sox7
mas elevados que los correspondientes a OKSM. Puesto que los niveles
de expresién de Gsc y Sox7 no nos permitia a priori seleccionar clones
para un estudio mds exhaustivo, decidimos llevar a cabo un analisis
global de expresion por microarray (ver apartado M.5.3) centrandonos
en los clones procedentes de OKS+F+G y OKS+H puesto que estos clones
presentaban una morfologia diferencial.

A continuacién se muestra en un grafico de cddigo de color (Heat map)
una seleccidn de los marcadores mas caracteristicos de cada endodermo
embrionario (Figura R.4) para 5 de los clones aislados de OKS+F+G.
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Figura R.4. Heat map de marcadores endodérmicos en clones aislados de MEF infectados con
OKSM+F+G. Se representan los niveles de mRNA relativos de distintos marcadores endodérmicos
en MEF, iPSC y MEF reprogramados con Oct4, KIf4, Sox2, Foxa2 y Gata4. OKS+F+G: Oct4, KIf4, Sox2,
Foxa2 y Gata4; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén; cl-c6: clones 1 al 6; iPSC: Células
pluripotentes inducidas.

La ausencia de marcadores tan caracteristicos como Sox17, Ttr y Afp, asi
como los bajos niveles de Lamb1, Sparc y Sox7 [215] confirmaron que los
MEF no se habian reprogramado hacia ninguno de los linajes
endodérmicos embrionarios.

Estos resultados en su conjunto sugieren la posibilidad de que Gata4 y/o
Foxa2, podian estar reprimiendo de manera especifica la expresién de
Nanog (Figura R.2). Ahora bien, se trata de una observacién preliminar
puesto que los MEF infectados con OKS+F+G no siguieron un protocolo
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de reprogramacion a iPSC ya que se cultivaron en DMEMc y no en medio
ESC que contiene LIF. Describiremos detalladamente esta observacion y
su mecanismo molecular en el apartado R.2 de Resultados.

R.1.1.2. MEF reprogramados con Oct4, Sox2, KIf4 y Hhex adquieren una
morfologia similar a colangiocitos

La infeccién OKS con Hhex dio lugar a formaciones celulares
morfolégicamente muy diferentes a las demds combinaciones y a las
propias iPSC (Figura R.5). Las células se agrupaban de forma similar a
como lo hacen los colangiocitos en las fases iniciales del desarrollo de las
vias biliares [163], esto es, formando una corona celular alrededor de un
espacio central. El tamafio del espacio central es compatible con el
tamanio de los canaliculos interlobulares [216].
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Figura R.5. Morfologia de los clones aislados de la infeccién OKS+H. De izquierda a derecha:
Imagenes de contraste de fases tomadas con un objetivo 20X del clon 1, de la infeccién con OKS+H.
A la derecha de la serie de imagenes se muestra una microfotografia de contraste de fases tomada
con un objetivo 40x del clon 1 de la infeccién con OKS+H. OKS+H: Oct4, KIf4, Sox2 y Hhex.

Del mismo modo que con los clones aislados de las combinaciones
OKS+F+G se llevd a cabo un andlisis de expresion mediante microarray
de clones aislados de las infecciones con OKS+H.
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OKS+H OKS+H OKS+H OKS+H Colang.
MEF Clon1-1 Clon1-2 Clon4-1 Clon4-2 mESC (NMC)
Slcdas
Slci12a2
Abcc3
Abccd
Slicda2
Agp1
Krt19
Ggt1
Sctr
Sox9

Figura R.6. Heat map de marcadores especificos de colangiocitos en clones aislados de los MEFS
infectados con OKSM+H. Niveles de expresién relativa de los mRNA seleccionados de MEF, mESC, y
dos clones de MEF reprogramados con OKS+H, Los genes de estudio fueron seleccionados
basdndonos en los marcadores tipicos de colangiocitos. OKS+H: Oct4, KIf4, Sox2 y Hhex; MEF:
Fibroblastos embrionarios de ratéon; mESC: Células madre embrionarias de ratén; NMC:
Colangiocitos de ratén.

Los clones presentaban una elevacion de Sox9, Slc4a2 o Krt19 que los
MEF, aunque no llegaban a ser tan elevados como en los colangiocitos
(Figura R.6). Podriamos concluir que estas células estan mas préximas a
los colangiocitos que a los MEF, pero la expresidon de marcadores no nos
permite concluir que se haya producido la reprogramacion a
colangiocitos.

R.1.2. Reprogramacion de MEF a hepatocitos (iHep)

Los resultados obtenidos en el apartado anterior indican que nuestros
protocolos de reprogramacion de fibroblastos a endodermo hepdtico no
eran 6ptimos. Sin embargo, los cambios morfolégicos observados en
algunas combinaciones retrovirales nos permitian aventurar que los
factores endodérmicos eran apropiados, pero eran necesarios Nuevos
factores. En esta nueva serie de experimentos optamos por diferenciar
fibroblastos a hepatocitos (iHep) afiadiendo factores de transcripcion
hepato-especificos (Tabla TM3) y medios de cultivo condicionados (Ver
M.2.5.3).

Los nuevos factores de transcripcion seleccionados fueron HNF4a,
HNFla y HNF6 (Figura R.7). Estos 3 factores nucleares regulan la
transcripcion de alrededor de la mitad de todos los genes activos en un
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hepatocito adulto, formando una red transcripcional bdsica en el
desarrollo 'y funcién de los
hepatocitos [175].

- HNF1a
Disefiamos ~ experimentos  de )\ HNF6
reprogramacion directa e indirecta
en los que combinamos los factores 1326 HNF4o,

de transcripcion endodérmicos ya
utilizados con hepaticos (pool-

hepato: Hhex, Gata4, Foxa2, HNF4a  Figura R.7. Genes activos en hepatocitos
HNFla y HNFG) Otro aspecto adultos. En la figura se muestra un

diagrama circular representando los
|mp0rtante del proceso de genes a los que se encuentra unida la

diferenciacion es el uso de medio  RNApol Il en un hepatocito adulto.
HNF4a, HNFla y HNF6 se encuentran
unidos a un total de 1326 genes, lo que
reprogramacion de MEF a iPSC se  supone el 44,44% del total de los genes

condicionado. Durante la
usa medio especifico de células  activosenun hepatocito [175].

madre tras la infeccion (medio ESC).

Parecia pues ldgico, que en nuestros experimentos utilizdramos medio
de cultivo hepatico. De este modo, la mitad de las placas infectadas se
mantuvieron en medio propio de MEF (DMEMc) mientras que la otra
mitad se mantuvo en medio condicionado hepatico (MCH) (Tabla TM3 y
apartado M.2.5.3).

Todas las combinaciones retrovirales, independientemente del medio de
cultivo (DMEMc o MCH), dieron lugar a cambios morfoldgicos muy
significativos. Los MEF perdieron su forma tipicamente mesenquimal
para adoptar una disposicion celular de empedrado que recuerda a un
epitelio; estas células poseen una morfologia poligonal similar a
hepatocitos; muchas de ellas son binucleadas (flechas), con grandes
nucleos y con nucléolos prominentes (Figura R.8).
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Figura R.8. Morfologia de los MEF infectados con un retrovirus control y con OKSM + Pool

Hepato en MCH durante 4 semanas. (A, C). Imagen en contraste de fase de MEF infectados con

retrovirus control (10X y 20X respectivamente) mantenidos en MCH durante 28 dias. (B, D)
Imagen en contraste de fase de MEF infectados con OKSM +Pool Hepato (10X y 20X,
respectivamente) mantenidos en MCH durante 28 dias. (E) Imagen (40X) de MEF infectados con
OKSM + Pool Hepato. OKSM + Pool Hepato: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc, Hhex, Gata4, Foxa2,
HNF4a, HNFlay HNF6.
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Estos cambios morfolégicos sugerian que los MEF habian adquirido un
fenotipo hepatico. Para determinar el grado de diferenciacidon de los
MEF infectados, extrajimos el RNA y analizamos la expresiéon de
marcadores hepaticos y/o endodérmicos mediante PCR cuantitativa a
tiempo real. Se seleccionaron dos tipos de marcadores: factores de
transcripcidon esenciales para el desarrollo del higado como Foxal y
Foxa2, y marcadores hepato-especificos de la funcidn hepatica:
Albumina, Slc10al (transportador de acidos biliares), Cyp7al (primer
enzima de la ruta sintética de acidos biliares desde colesterol) y Tat
(enzima implicado en el metabolismo de la tirosina) (Figura R.9).

En todas las combinaciones retrovirales empleadas e
independientemente del medio de cultivo, se produjo una cierta
activacion de la expresidon de los marcadores evaluados. En términos
generales, el uso de MCH favorecid la conversidon. Asi mismo, la
presencia de c-Myc junto con OKS también favorecié la expresién de
marcadores hepaticos. Para poder contextualizar los cambios de
expresion producidos incluimos en el andlisis RNA procedente de un
pool de 5 higados adultos de raton.
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Figura R.9. Niveles de expresion de marcadores hepdticos en MEF reprogramados de forma

directa e indirecta. Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresion de
los marcadores enddégenos Foxal (A) y Foxa2 (B), asi como de los marcadores hepaticos Alb (C),
Slc10a1l (D), Cyp7al (E) y Tat (F). A los niveles de expresion de los mRNA en higado de ratén (n=5) se
les asignd un valor igual a 1.0. OKS: Oct4, KIf4, Sox2; +M: c-Myc; Pool Hepato: HNFla, HNF4a,
HNF6, Hhex, Foxa2, Gata4; mESC: células madre de raton; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén;

MCH: medio condicionado hepatico.
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Los niveles del mRNA de Foxal y Foxa2 alcanzados con OKSM+ pool-
hepato o pool-hepato son comparables a los del higado adulto (Figura
R.9A-B) Los niveles de expresion de genes considerados hepato-
especificos o mayoritariamente hepaticos no resultaron tan
abrumadores, aunque la combinacién OKSM+ pool-hepato alcanzé
niveles proximos al hepatocito adulto. El mRNA de la albdmina alcanzé
valores correspondientes al 30% del higado adulto, mientras que los
mMRNA de Slc10al, Cyp7aly Tat se mantienen aproximadamente un 20%
respecto al nivel en el higado adulto.

La reprogramacion celular, o mejor dicho la conversién de un tipo
celular a otro, no sélo implica la expresidon de novo de marcadores del
tipo celular obtenido sino también la perdida de los marcadores de la
célula origen. Por tanto decidimos evaluar por PCR cuantitativa a tiempo
real la expresion de algunos marcadores de los MEF. Se seleccionaron
Snail y Zebl, represores transcripcionales de genes epiteliales como la
E-Cadherina [217, 218] e involucrados en el desarrollo del mesodermo
[219, 220] y Thyl, una glicoproteina de la superficie celular involucrada
en adhesioén local, organizacion del citoesqueleto y migracidn celular en
fibroblastos [221] (Figura R.10).

121



RESULTADOS

1.50 1.50

DMEMc MCH DMEMc MCH

1.25

1.00

0.75

0.50 0.50

0.25

mMRNA Zeb1/mRNA Actina
Unidades Arbitrarias
o
~
N

+M
H

mMRNA Snail/mRNA Actina
Unidades Arbitrarias

0.00-————=p L 0.00-! e
s s [=} [T Q > o w Q
T w0 T W on
. - s = 4 - s = 4
OKS OKS T OKS OKS T
Pool Pool Pool Pool
Hepato Hepato Hepato Hepato
© 1.50
£ DMEMc MCH
3 8 125
a
< = 100
x e
Eﬁ 0.75
> D
= T
0.50
;E
<
&> 0.25
[S
0.00- S
o [T Q
: : g0y
OKS OKS I E
Pool Pool
Hepato Hepato

Figura R.10. Niveles de expresion de marcadores fibroblasticos en MEF reprogramados a iHep de
forma directa e indirecta. . Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de
expresidn de los marcadores mesenquimales Snail, Zebl y Thyl. OKS: Oct4, KIf4, Sox2; +M: c-Myc,
Pool Hepato: HNFl1a, HNF4a, HNF6, Hhex, Foxa2, Gatad; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén;
mESC: Células madre de ratén; MCH: Medio condicionado hepatico.

En todas las combinaciones retrovirales utilizadas, independientemente
del medio de cultivo, se produjo una represion de entre un 80 y un 95%
de la expresion de Snail, Zeb1 y Thyl, siendo maxima para OKSM+ pool
hepato. Podemos concluir que en paralelo a la induccion mas o menos
pronunciada de marcadores hepaticos se produce la pérdida del
fenotipo fibroblastico (morfologia y marcadores).

La inclusidon de OKS en algunas de nuestras combinaciones retrovirales
podria inducir la formacién de células hibridas que expresaran
simultdneamente marcadores hepaticos y de pluripotencia. Para poder
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evaluar esta posibilidad, se cuantificaron los niveles de expresién de dos
factores clave en la adquisicion y mantenimiento de la pluripotencia,
Nanog y Lin28 [88, 222]. La ausencia de ambos marcadores indican que
nuestras células no han sido reprogramadas a formas pluripotentes
(Figura R.11).
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Figura R.11. Niveles de expresiéon de marcadores de pluripotencia en MEF reprogramados a iHep

de forma directa e indirecta. Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de
expresidon de Nanog (A) y Lin28 (B). OKS: Oct4, KIf4, Sox2; +M: c-Myc, Pool Hepato: HNFla, HNF4a,
HNF6, Hhex, Foxa2, Gata4; MEF: Fibroblastos embrionarios de raton; mESC: Células madre de ratén;
MCH: Medio condicionado hepatico.

Aun cuando pudimos extraer RNA suficiente para nuestros analisis, los
cultivos infectados exclusivamente con el pool hepato comenzaron a
envejecer a la cuarta semana de reprogramacién y nunca pudieron llegar
a congelarse las células. Este resultado pone de manifiesto que limitar la
senescencia celular es un factor clave para la reprogramacion.

En resumen, la reprogramacion indirecta de MEF a hepatocitos nos ha
permitido obtener lineas celulares con morfologia parenquimal no
fibroblastica, con pérdida de expresién de marcadores fibroblasticos y
ganancia de marcadores hepaticos.
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R.2. BLOQUEO DE LA REPROGRAMACION A IPSC
MEDIANTE EL FACTOR DE TRANSCRIPCION GATA4
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R.2.1. La expresion de Foxa2 y Gata4 bloquean la induccion de Nanog
durante la reprogramacion a células pluripotentes inducidas

Tal y como se mostrd anteriormente, los clones aislados de los MEF
infectados con Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc junto con Foxa2 y Gatad
(OKSM+F+G) presentaban una expresion significativamente inferior de
Nanog (Figura R.2, apartado R.1.1.1). Los bajos niveles de Nanog pueden
simplemente ser consecuencia de que el protocolo de reprogramacion
no incluia LIF en el medio de cultivo. Asi mismo, la ausencia de Nanog en
los clones expandidos procedentes de la infeccidn con OKSM+F+G puede
ser debida a que pierdan su expresion durante el proceso de
reprogramacion o bien que nunca se induzca Nanog. Con el fin de
responder ambas preguntas, se realizd una cinética de expresién de
Nanog durante las cuatro semanas de reprogramacion a pluripotencia
usando el protocolo original de Yamanaka [2] Las colonias observadas en
las infecciones con OKSM mostraban la morfologia tipica de células
madre embrionarias con bordes bien definidos, conteniendo células con
forma redondeada, nucléolos bien visibles y escaso citoplasma mientras
gue las colonias de las células infectadas con OKSM+F+G presentaban
una morfologia fibroblastica, con bordes irregulares no bien definidos, y
de menor tamafio.
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Figura R.12. Blogqueo de la induccién de Nanog en MEF infectados con OKSM+F+G. Analisis
mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresién de Nanog. MEF fueron
infectados con OKSM y OKSM+F+G. Cuarenta y ocho horas después de la infeccion, las células
fueron tripsinizadas y sembradas en 8 placas de 3.5 cm. Cada 3-4 dias se congelaron las células de
una placa de cada combinacidn para su posterior extracciéon de RNA. Los valores estan relativizados
al nivel de expresion a los 28 dias. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2y c-Myc; OKSM+F+G: Oct4, KIf4, Sox2, c-
Myc, Foxa2 y Gata4.

La expresion de Nanog comenzé a ser detectable a partir del dia 7 de
infeccion en MEF infectados con OKSM; los niveles fueron
incrementando progresivamente hasta el dia 28 (Figura R.12). Estos
resultados son similares a otros estudios publicados anteriormente [48,
69]. Sin embargo, la expresion de Nanog fue indetectable durante todo
el transcurso de la reprogramacion cuando se infecté con OKSM+F+G. En
resumen, estos resultados confirman que el bloqueo de Nanog es
especifico de Foxa2 y Gata4d y no estd asociado a la ausencia de LIF en los
experimentos iniciales. También descartamos la hipdtesis de que los
clones OKSM+F+G transitan a través de formas metaestables Nanog-
positivas, sino que Foxa2 y Gata4 son capaces de bloquear la induccién
de Nanog durante la reprogramacion a iPSC.
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R.2.1.1. Los clones aislados de MEF reprogramados con OKSM+F+G no
son iPSC parcialmente reprogramadas

Durante los experimentos de reprogramacion, se generan formas
celulares que muestran una activacién de un pequefio grupo de genes
relacionados con ESC y una incompleta represion de marcadores
fibroblasticos. Estas formas parcialmente reprogramadas o pr-iPSC
pueden quedarse bloqueadas de forma mas o menos estable debido a la
incompleta represiéon o activacion de factores de transcripcidn
especificos [70]. Las pr-iPSC presentan algunas caracteristicas
funcionales de iPSC como la formacién de colonias morfolégicamente
similares a ESC, independencia fenotipica de los factores de
transcripcion exégenos (inductores de la reprogramacion), activaciéon de
los correspondientes genes enddgenos y activacion de genes tempranos
de pluripotencia. Sin embargo, no expresan Nanog [68, 69]. Es decir,
estas células permanecen bloqueadas en el paso de activacién de
Nanog, fundamental para la completa reprogramacion a iPSC maduras
[88].

Con el fin de caracterizar los clones aislados de MEF infectados con
OKS+F+G a nivel transcripcional, realizamos un perfil global de expresion
(microarray) y lo comparamos con el obtenido de clones aislados de
MEF infectados con OKSM que mostraron expresién muy baja o nula de
Nanog (OKSM Nanog negativas) (Figura R.13 y apartado M.5.3).
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Figura R.13. Heat map del perfil total de transcripcion y dendrograma basado en el promedio de
vinculacién, mostrando los agrupamientos jerarquicos de los distintos tipos celulares en estudio.
Basandose en la distancia Euclidea [223] se muestra un dendrograma jerdrquico agrupando los
distintos tipos celulares (MEF, mESC, 3 clones OKSM Nanog negativos y 5 clones OKS+F+G) por
similitud de los niveles de mRNA (19621 sondas). OKS+F+G: Oct4, KIf4, Sox2, Foxa2 y Gata4; OKSM:
Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratéon; mESC: Células madre
embrionarias de raton.

Un analisis de agrupamiento jerarquico, basdandonos en la expresién de
19621 sondas expresadas por encima del nivel de fondo (Figura R.13),
agrupd los clones procedentes de OKS+F+G, lo que indica que sus
patrones de expresidon son mads similares entre si que con cualquiera de
los otros tipos celulares. La corta distancia en el dendrograma entre los
MEF reprogramados (OKS+F+G y OKSM Nanog negativas) y la
ramificacion entre MEF y mESC sugieren que su expresion global es
intermedia entre MEF y mESC. Como podemos observar en la Figura
R.13, todos los clones OKS+F+G se agruparon juntos en un mismo
cluster, claramente separados del cluster que formaron los clones OKSM
Nanog negativos, sugiriendo que se trata de tipos celulares muy
distintos.

Para tener una visién mas profunda de la reprogramacion y estado de
pluripotencia de los clones OKS+F+G, realizamos un nuevo andlisis de los
datos basado en la expresién de un grupo especifico de genes descrito
por Mikkelsen et al. [70] (Figura R.14).
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Figura R.14. Heat map del perfil de transcripcién de 52 genes especificos y dendrograma basado
en el promedio de vinculacién, mostrando los agrupamientos jerarquicos de los clones en estudio.
(A) Heat Map representando los niveles relativos de mRNA seleccionados de MEF, mESC, tres clones
de MEF reprogramados con OKSM que no expresan Nanog y cinco clones aislados de MEF
reprogramados con OKS, Foxa2 y Gata4 (OKS+F+G). Los genes fueron seleccionados segun se
describe en un articulo previo [70] .Podemos observar que los clones OKSM Nanog negativos
presentan todos los marcadores de pr-iPSC, mientras que los clones OKS+F+G no comparten estos
marcadores. (B) Dendrograma basado en la distancia Euclidea [223] y promedio de vinculacidn,
mostrando los agrupamientos jerdrquicos o cercania de los niveles de mRNA expresados (52
sondas) entre los tipos celulares del apartado (A). Up: regulacién al alza; Down: regulacidn a la baja.
OKS+F+G: Oct4, KIf4, Sox2, Foxa2 y Gatad4; OKSM: Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc; MEF: Fibroblastos
embrionarios de ratén; mESC: Células madre embrionarias de raton.
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La Figura R.14A indica que los clones OKSM Nanog negativos son en
realidad pr-iPSC. Por el contrario los clones reprogramados con OKS+F+G
no silenciaban genes estructurales como Col6a2 o mediadores de la
inhibicién del crecimiento celular como Gasl. La expresion al alza de
genes tempranos directamente relacionados con la pluripotencia como
Zic3 y Fgfd estaban ausentes, mientras que la expresidn al alza de genes
especificos de pluripotencia como Utfl, Gdf3 o Nodal fue muy limitada.
En resumen, de acuerdo con este perfil especifico de expresidon génica
los clones OKS+F+G no son células pr-iPSC, aunque expresan algunos
marcadores de pluripotencia.

Un nuevo andlisis jerarquico basado en este subgrupo de genes (Figura
R.14B) re-agrupo las clases de forma substancialmente diferente al
analisis de la Figura R13. Los clones OKSM Nanog negativos quedaron
mas proximos a mESC, mientras que el cluster formado por los clones
OKS+F+G se aproximaron a los MEF. Esta nueva clasificacion confirma
qgue los clones Nanog negativos son células pr-iPSC mientras que los

III

clones OKS+F+G no solo no son pr-iPSC sino que su perfil “pluripotente”

estd mads proximo a MEF.

Para determinar a nivel funcional si unas células son pr-iPSC pueden ser
inducidas a reprogramarse a iPSC maduras mediante el cultivo en medio
2i/LIF [102]. Este medio se compone del medio ESC, suplementado con
PD0325901 y CHIR99021, inhibidores de las vias de sefializacién celular
MAPK y GSK3, respectivamente [224]. Las células sin ningin grado de
pluripotencia o aquellas bloqueadas en un estado de pluripotencia
parcial, no sobreviven a este medio condicionado [224]. Para
definitivamente determinar si nuestros clones OKS/OKSM+F+G eran
células pr-iPSC, los incubamos en medio condicionado 2i/LIF (Figura
R.15).
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Nanog +F+G Nanog +F+G
Negativos Negativos
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embrioides

Figura R.15. MEF reprogramados con OKSM, Gata4 y Foxa2 no crecen en medio 2i/LIF. Imagenes
de clones representativos aislados de MEF reprogramados con los factores de transcripcion
indicados. Estos clones se cultivaron durante 10 dias con medio 2i/LIF. Se observa que las
combinaciones OKS/M +F+G no crecen en este medio, mientras que las combinaciones OKS/M
forman colonias con morfologia clasica de mESC. OKS: Oct4, KIf4, Sox2; M: c-Myc; +F+G: Foxa2 y
Gata4.

Los clones Nanog negativos, obtenidos de las infecciones con
OKS/OKSM, crecieron en presencia de 2i/LIF confirmando su identidad
como pr-iPSC. Estos clones dieron lugar a colonias con morfologia tipica
de mESC, niveles de expresiéon de marcadores de pluripotencialidad
tardios como Lin28, Nanog u Oct4..4, (Figura R.23) similares a iPSC
maduras y formaron cuerpos embrioides al retirar el medio 2i/LIF del
medio de cultivo. Estas caracteristicas son tipicas de iPSC y mESC [225].
Sin embargo, los clones infectados con OKS/OKSM+F+G murieron en
medio selectivo 2i/LIF y no fueron capaces de formar cuerpos
embrioides.

En conclusion, los clones aislados mediante la co-infeccién de Foxa2 y
Gata4 junto con OKS/OKSM no son iPSC parcialmente reprogramadas.
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R.2.2. Gata4d y no Foxa2 es responsable del blogueo de la
reprogramacion a células pluripotentes inducidas

Para identificar cual de los dos factores de transcripcién, Foxa2 o Gata4,
es responsable del bloqueo en la reprogramacién inducida por Oct4,
KIf4, Sox2 y c-Myc, se infectaron MEF con OKSM junto con Foxa2 y Gatad
de forma independiente. Para monitorizar la expresién de Nanog, se
utilizaron MEF extraidos del raton transgénico homocigético Tg(Nanog-
GFP,Puro) 1Yam-BRC [86] (Ver apartado M.2.3). Las células del ratén
Tg(Nanog-GFP,Puro) contienen un cromosoma artificial de bacteria con
el gen Nanog de ratédn completo en el que se ha insertado un cassette
GFP-IRES-PuroR en la regién 5’. Las células madre aisladas de dicho ratén
expresan GFP (Nanog-positivas), mientras que pierden la expresidn
cuando se diferencian (Nanog-negativas). La experimentacién con MEF
procedentes de este ratén permite monitorizar facilmente el proceso de
reprogramacion analizando la expresién de GFP con un microscopio de
fluorescencia (Figura R.16). Las combinaciones retrovirales utilizadas se
encuentran en la Tabla TM4.

Contraste GFP
de fases

OKSM
+G

Figura R.16. Induccién de Nanog-GFP en MEF reprogramados con OKSM+F. MEF transgénicos

Tg(Nanog-GFP,Puro) fueron infectados con OKSM+F u OKSM+G. Se muestran imagenes de contraste
de fases y fluorescencia de las células reprogramadas a dia 28. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +F:
Foxa2; +G: Gata4.
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Los MEF (Nanog-GFP) infectados con OKSM+F formaron agregados
celulares que crecian en colonias morfolégicamente idénticas a las iPSCy
que expresaban GFP (Figura R.16). Por el contrario, la infeccién con
OKSM+G dio lugar a agregados celulares que formaban colonias con
bordes poco definidos, no tenian morfologia de iPSC y no expresaban
GFP (Figura R.16). Las células dentro de estas agrupaciones celulares
mantenian una naturaleza fibroblastica, aunque no senescente como los
fibroblastos que rodeaban la colonia. Nuestros intentos de aislar estas
colonias fue infructuoso (n=20), ya sea porque nunca alcanzaban el
tamafio critico para su aislamiento o por su falta de crecimiento una vez
aisladas. Estos resultados indican que Gata4 y no Foxa2 es responsable
del bloqueo en la reprogramacion.

Para determinar si la expresién de Gatad es paralela a la ausencia de
Nanog evaluamos la expresion de Nanog durante el proceso de
reprogramacion en MEF infectados con OKSM, OKSM+F y OKSM+G
(Figura R.17).

mRNA Nanog/mRNA Actina
Unidades Arbitrarias
-
o
o
N

Figura R.17. Gatad y no Foxa2 es el responsable del bloqueo de Nanog en la reprogramacién a
iPSC. Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresidn del marcador de
pluripotencia Nanog. MEF fueron infectados con los factores de transcripcion indicados en el eje de
ordenadas. Cuarenta y ocho horas después de la infeccidn, los MEF fueron pasados a 8 placas de 3.5
cm. El RNA fue extraido a los dias indicados en la figura. Los niveles de expresion estan relativizados
con respecto al nivel determinado a los 31 dias de reprogramacion con OKSM. OKSM: Oct4, KIf4,
Sox2, c-Myc; +F: Foxa2; +G: Gata4.
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Como se observa en la Figura R.17, la infeccién con OKSM+G no activo
Nanog durante las cuatro semanas de la reprogramacion. En la infeccidn
con OKSMH+F los niveles de Nanog fueron significativamente mayores
que con OKSM.

La adicion de medio 2i/LIF en la infeccion con OKSM+F, favorecid el
crecimiento de multiples colonias, con morfologia de iPSC (Figura R.18).
Sin embargo, las células infectadas con la combinacién OKSM+G se
volvieron senescentes y finalmente murieron en este medio
condicionado. La muerte celular en medio 2i/LIF se ha descrito en
experimentos de reprogramacién con células deficientes en Nanog
[224].

OKSM+G

Figura R.18. Las células infectadas con OKSM+G no sobreviven en medio 2i/LIF. En la fila superior
se muestran imagenes en contraste de fases MEF infectados con OKSM+G. Tras cuatro semanas se
sustituyo el medio ESC por medio 2i/LIF y se tomaron fotografias a los dias indicados en la figura. En
la fila inferior se observan las células infectadas con OKSM+F en las mismas condiciones. OKSM:
Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +F: Foxa2; +G: Gata4.
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En resumen, el analisis morfoldgico, activaciéon de Nanog y crecimiento
en medio 2i/LIF apuntan a Gata4 como responsable de la accion
inhibitoria en la reprogramacién a iPSC inducida por FoxA2 y Gata4.

R.2.3. Analisis de la funcién de Gata4 en los procesos clave de la
reprogramacion a iPSC

La reprogramacion de MEF a iPSC es un proceso muy ineficiente cuya
iniciacidon depende en gran medida de limitar la senescencia celular [36,
97, 98] y favorecer la proliferacién celular [68]. Cronoldgicamente, los
MEF en reprogramacion a iPSC pasan por tres estadios distintos:
iniciacion, maduracién y estabilizacion (ver introduccion) [48, 69, 70,
226]. En la fase de iniciacion los MEF sufren una transicion de célula
mesenquimal a epitelial, proceso conocido como MET (mesenchymal-to-
epithelial transition). A continuacion, durante la transicion a la fase de
maduracién, los MEF pasan por estados intermedios donde comienzan a
expresar algunos marcadores de pluripotencia. En la fase de maduracion
tiene lugar el silenciamiento de los factores de transcripcion exégenos
(OKSM) y la activacion robusta de los genes endégenos clave para la
adquisicidon y mantenimiento de la pluripotencia como Nanog, Oct4 o
Lin28 [226]. La alteracion de cualquiera de estos procesos puede dar
lugar al bloqueo de la reprogramacién. Con el fin de identificar el
mecanismo ejercido por Gata4 para bloquear la reprogramacion a iPSC,
decidimos estudiar su funcién en cada uno de los pasos cruciales del
proceso.

R.2.3.1. Gata4 no influye en la senescencia ni en la proliferacion
celular.

La primera barrera que hay que superar en la reprogramacion de MEF a
iPSC es la senescencia celular [227]. Estudios recientes subrayan que la
eficiencia de la reprogramacién mejora considerablemente minimizando
la senescencia celular al silenciar p53 [36, 97, 98] o el gen Cdkn2a, que
codifica para las proteinas pl6inkd4a y p19Arf [74]. Para determinar si
Gata4 bloquea la reprogramacion al estimular la senescencia celular,

137


file:///C:/Users/Felipe/Downloads/R.2.2.revisado%20roque%20(1).docx%23_top
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=P16INK4a&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=P21WAF1&action=edit&redlink=1

RESULTADOS

monitorizamos la expresiéon de los mRNA de pl6inkda y p19Arf [228]

durante la reprogramacion
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Figura R.19. La senescencia de los MEF en reprogramacién no estd aumentada por la expresion de

Gatad4. Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de mRNA de los marcadores

de senescencia celular Cdkn2a (pl16ink4a y p19Arf). MEF fueron infectados con OKSM en presencia

0 ausencia de Gata4. Cuarenta y ocho horas después de la infeccidn, las células fueron pasadas a

placas de 3.5 cm. Las células se congelaron a los dias especificados en las graficas para su extraccion

de RNA. Los niveles de mRNA fueron normalizados con los obtenidos de MEF del mismo pase
infectados con virus vacio (pase 2), OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +G: Gata4; MEF: Fibroblastos

embrionarios de raton.

Entre los dias 6 y 8 se induce
intensamente la expresién de los
mediadores de  senescencia
pl6inkda y p19Arf
independientemente de la
presencia de Gata4 (Figura R.19),
lo cual sugiere que Gata4 no
favorece la senescencia en las
fases iniciales de la
reprogramacion. Sin embargo, a
dia 17,

reprogramacion esta en su ultima

partir del cuando la

1.50

1.25

1.004
0.754
0.50+

0.25-

Incorporacion de BrdU
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Control Gatad
R.20. Gata4 no disminuye la

proliferacion de los MEF. MEF infectados con

Figura

Gata4 fueron incubados con BrdU durante 24
horas. La incorporacion de BrdU se analizd
mediante lumindmetro. Los datos fueron
normalizados con la tasa de proliferacion de las

células infectadas con el retrovirus vacio.

fase o fase de estabilizacion, tiene lugar una disminucién de los niveles

de pl6lnkda en los MEF reprogramados con OKSM a diferencia de

aquellos reprogramados con OKSM+G en los que permanecen elevados.
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Otro proceso celular clave en la reprogramacion es la proliferacién
celular. Una disminucidn de la proliferacidon celular puede dar lugar a
menores eficiencias de reprogramacion e incluso a una reprogramacion
incompleta [229]. Para comprobar si Gata4 induce un arresto del ciclo
celular se realizé un ensayo de incorporacion de BrdU
(bromodeoxiuridina), en MEF infectados con Gata4 (Figura R.20). Los
resultados excluyen un posible bloqueo de la transicion G1-S inducida
por Gatad. En resumen, Gata4 no favorece la senescencia ni impide la
normal proliferacion de los MEF.

R.2.3.2. Gatad no bloquea la MET de los fibroblastos embrionarios
durante la reprogramacion

La transicion mesénquimo-epitelial (MET) es un proceso bioldgico
reversible que implica la transicién de células mesenquimales, (células
moviles, con morfologia alargada, sin contactos célula-célula ni
polaridad) a células epiteliales (células estacionarias, unidas a otras
células circundantes mediante estrechas uniones intercelulares, con
polaridad apical-basal). La transicion MET es un proceso crucial en la
reprogramacion a iPSC y tiene lugar en los primeros estadios del proceso
[46, 71]. Aproximadamente 5 dias después de la infeccién con OKSM, los
MEF comienzan a expresar genes asociados a células epiteliales como la
E-cadherina (Cdh1) y Ocludina (Oclnl) [217-219] (Figura R.21), mientras
regulan a la baja marcadores mesenquimales como Snaily Zebl.

Para analizar si la sobreexpresion de Gata4 es capaz de bloquear MET
impidiendo la reprogramacion, se analizaron, mediante PCR cuantitativa
a tiempo real, los niveles de transcripcion de Cdh1, Oclnl, Snail y Zeb1
(Figura R.21). La induccién de Cdhl y OclInl indica que la MET se inicia
normalmente en presencia de Gata4. Sin embargo, Snail no se reprimid
en igual intensidad cuando Gata4 estaba presente. La induccién de
marcadores epiteliales en paralelo con la no represién de marcadores
mesenquimales, confirman el mantenimiento de la morfologia
fibroblastica de las colonias detectadas en las infecciones con OKS/M+G,
tal y como hemos descrito anteriormente. En cualquier caso, podemos
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concluir que Gata4 no bloquea especificamente la reprogramacion al

inhibir la MET.

mMRNA Cdhl/mRNA Actina
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Figura R.21. La transicién mesénquimo-epitelial transcurre normalmente en presencia de Gata4.

Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresion de los marcadores

epiteliales E-Cadherina (Cdh1) y Ocludina (OcInl), y los marcadores mesenquimales Snail y Zebl.

MEF fueron infectados con OKSM en presencia o ausencia de Gata4. Cuarenta y ocho horas después

de la infeccidn las células fueron pasadas a 5 placas de 3.5 cm. Las células se congelaron los dias
especificados en las graficas para su posterior extracciéon de RNA. Los niveles de mRNA fueron
normalizados respecto a un pool de mRNA de embridn de ratdon. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc;
+G: Gata4; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén; iPSC: Células pluripotentes inducidas.
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R.2.3.3. Gatad no silencia los factores de transcripcion exégenos ni
activa los principales factores de transcripcion endégenos relacionados
con la pluripotencia

Los vectores retrovirales son transcripcionalmente silenciados en células
madre embrionarias [230]. Este hecho ha sido aplicado para la
monitorizaciéon de la adquisiciéon de caracteristicas propias de células
madre en la reprogramacion de células somaticas a iPSC [67, 231, 232].
El silenciamiento retroviral comienza muy temprano en el proceso de
reprogramacion a iPSC. Los primeros indicios de silenciamiento los
podemos observar a dia 4-5 de reprogramacion [48, 69] y refleja la
activacion de reguladores epigenéticos y ciertos genes relacionados con
la pluripotencia [69]. Para monitorizar facilmente el silenciamiento
retroviral incluimos un retrovirus que expresa GFP en las diferentes
combinaciones retrovirales, ya que estd demostrado que el
silenciamiento retroviral no es especifico de los transgenes
reprogramadores sino que afecta a todos los retrovirus [231].

Ocho dias después de la infeccidon, se observa el silenciamiento de GFP
en algunas agrupaciones celulares de la placa OKSM+GFP (Figura R.22,
flecha rojas). Las células que silencian la expresion de GFP presentan una
morfologia epitelial, distinta a aquellas que seguian expresando GFP
dentro de la misma placa. A dia 18 post-infeccién las MEF infectadas con
OKSM+GFP habian formado colonias con morfologia tipica de iPSC con
un silenciamiento total de GFP. Por el contrario en la infeccion
OKSM+G+GFP nunca se observéd la formacidn de verdaderas colonias
claramente diferenciada y nunca silenciaron la expresion de GFP (Figura
R.22).
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Figura R.22. Gata4 impide el silenciamiento de GFP durante la reprogramacion inducida por

OKSM. MEF fueron infectados con OKSM en presencia o ausencia de Gata4 y un retrovirus que
expresa GFP para monitorizar el silenciamiento retroviral. Las imagenes de contraste de fases y
fluorescencia muestran la expresion de GFP a dias 3, 8 y 18 de la reprogramacion. OKSM, Oct4, KIf4,
Sox2, c-Myc;+G, Gata4.

Para ampliar este estudio de silenciamiento retroviral, monitorizamos la
expresion exdgena de los factores Oct4, KIf4 y c-Myc a los 6 y 31 dias
después de la infeccion (Figura R.23A-C). La cuantificacidn de los niveles
de mRNA mostré que en la infeccion con OKSM, los transgenes Oct4,
KIf4 y c-Myc se expresan a dia 6 mientras que estan silenciados a dia 31.
En la infeccion con OKSM+G, los transgenes Oct4, KIf4 y c-Myc
mantienen una elevada expresion tanto a dia 6 como a dia 31 post
infeccidn. Por tanto estas células no silencian los retrovirus exégenos.
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Figura R.23. Gata4 no silencia Oct4, KIf4 ni c-Myc expresados a la vez que no activa la expresion
enddgena de Oct4, Nanog ni Lin28. Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles
de expresidén de los factores de transcripcion exégenos en MEF reprogramados con OKSM en
presencia o ausencia de Gata4 (A-C). Los niveles de mRNA de los MEF infectados con OKSM fueron
normalizados respecto a los niveles a dia 6. (D-F) Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real,
de los niveles de expresion de los marcadores de pluripotencia Oct4engo, Nanog y Lin28 en MEF
reprogramados con OKSM en presencia o ausencia de Gata4. Los niveles de mRNA de los MEF
infectados con OKSM fueron normalizados respecto a los niveles de iPSC. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-
Myc; +G: Gata4; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratdn; iPSC: Células pluripotentes inducidas.
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A continuacion evaluamos la induccion de genes clave para garantizar
una completa reprogramacién, Octd..q, Nanog y Lin28, puesto que
deben mantener el nuevo fenotipo de las células reprogramadas
después del silenciamiento retroviral. A dia 31 post-infeccion
observamos una clara induccién de dichos genes en las infecciones con
OKSM, mientras que no pudimos detectar su expresion a dia 31 post-
infeccidn, cuando Gata4 se expresé con OKSM.

En resumen, Gatad no interfiere en ninguno de los procesos claves del
inicio de la reprogramacion, esto es, senescencia, proliferacién o la
transicién mesénquima epitelio. Sin embargo, inhibe el silenciamiento
retroviral y la induccién de los marcadores de pluripotencia clave que
tiene lugar en la fase de maduracion.

R.2.4. Gata4 actua en la fase de maduracién de la reprogramacion a
iPSC

Los experimentos anteriores sugieren que Gatad no bloquea la
reprogramaciéon a iPSC interfiriendo en los procesos iniciales, sino
durante la fase de maduracidn. Para confirmar definitivamente esta
hipétesis, introdujimos Gata4d en la fase de maduracién de la
reprogramacion (dia 8). Si nuestra hipodtesis es correcta, Gata4 deberia
bloquear la reprogramacién de forma similar a cuando se introduce
desde el inicio.

En primer lugar verificamos que los MEF en reprogramacién eran
susceptibles de infectarse con retrovirus y expresar los transgenes. Para
ello infectamos MEF con OKSM, y a dia 8 de reprogramacion se
infectaron con retrovirus que expresaban la proteinas fluorescentes.
Tres dias después de la infeccion con las proteinas fluorescentes (a dia
11 de reprogramacion) detectamos células fluorescentes en ambas
infecciones (Figura R.24).
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Contraste de Fluorescencia

OKSM
+ret-RFP RFP
OKSM
+RG GFP
+ret-GFP

Figura R.24. Los MEF en reprogramacion son susceptibles de ser infectados a los 8 dias. MEF

fueron infectados inicialmente con los factores de transcripcion OKSM. Cuarenta y ocho horas
después se tripsinizaron y se sembraron en 2 placas de 10 cm. A dia 8 de la reprogramacion se
reinfecté una placa con Gatad+GFP (OKSM+RG+ret-GFP) y la segunda placa con RFP como control
(OKSM+ret-RFP). La expresion de RFP y GFP 72 horas después, confirman la susceptibilidad a la
infeccion de los MEF en reprogramacion. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +RG: Reinfeccidn con
Gata4 a los 8 dias, +ret-RFP: Retrovirus que codifica para la proteina fluorescente roja; +ret-GFP:
Retrovirus que codifica para la proteina fluorescente verde.

Ademads, pudimos observar que el retrovirus vacio no afecta a Ia
reprogramacion, ya que, las células OKSM, reinfectadas con RFP,
formaban colonias de células compactas tipo iPSC. La reinfeccién con
Gatad y GFP da lugar de nuevo a colonias poco definidas con células de
morfologia fibroblastica, lo que sugiere que Gata4 actua durante la fase
de maduracidn de la reprogramacion.

A continuacién quisimos profundizar en los cambios moleculares
inducidos por Gata4 cuando se expresaba a dia 8 (OKSM+RG)
comparado con su expresién desde el inicio de la reprogramacién
(OKSM+G). En la Figura R.25 se esquematiza el protocolo de infeccién
seguido para realizar estos estudios.
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Figura R.25 Esquema del experimento de re-infeccion con Gatad (A) MEF fueron infectados con

OKSM en presencia de Gata4. Cuarenta y ocho horas después de la infecciéon los MEF fueron
pasados a 5 placas de 6 cm. El RNA fue extraido a los dias indicados en la figura (OKSM+G). (B) MEF
fueron infectados inicialmente con OKSM. Cuarenta y ocho horas después de la infeccién los MEF
fueron pasados a 7 de placas de 6 cm (OKSM). A dia 8 de la reprogramacion se reinfecté un grupo
de placas con Gata4 (OKSM+ RG). El RNA fue extraido a los dias indicados en la figura. OKSM+G:
Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc y Gata4; OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +RG: Reinfeccidn con Gata4 a los 8
dias de la infeccién con OKSM; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén.
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Previamente al andlisis completo de reprogramacion en los MEF
infectados con OKSM+RG, confirmamos la expresién de Gata4 desde el
vector retroviral mediante PCR cuantitativa a tiempo real usando
primers especificos de Gatad exdgeno (Gatade.; Figura R.26).

CIOKSM+RG
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Figura R.26. Los niveles de expresion de Gatad expresado (Gatad.,,) son similares en la infeccidon

OKSM+G y OKSM+RG. Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real, de los niveles de expresion
de Gatade, en las infecciones OKSM, OKSM+G y OKSM+RG. MEF fueron infectados siguiendo el
esquema de la Figura R.25. OKSM+G: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc y Gata4; OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-
Myc; +RG: Reinfeccion con Gatad a los 8 dias de la infeccion con OKSM; MEF: Fibroblastos
embrionarios de ratdn, iPSC: Células pluripotentes inducidas

Durante la reprogramacion con OKSM, los niveles de mRNA de Nanog
fueron detectables a partir de los 6-8 dias de infeccion y sus niveles de
expresion fueron aumentando progresivamente (Figura R.27). Sin
embargo, solo tres dias después de la reinfeccion con Gatad
(OKSM+RG/8+3) no se detecta Nanog en las células. En resumen, la
cinética de expresion de Nanog confirmé que Gatad4 es capaz de
bloquear la expresion de Nanog cuando se introduce a los 8 dias de la
reprogramacion. Estos resultados confirman que Gata4 no actua antes
de la fase de maduracion.
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Figura R.27. Gata4 es capaz de inhibir la induccién de Nanog cuando se expresa en la fase de
maduracién. Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresiéon del
marcador de pluripotencia Nanog. MEF fueron infectados siguiendo el esquema de la Figura R.25.
La grafica muestra la cinética de los niveles de expresion de Nanog, relativizados con el nivel de
expresidon de Nanog a los 31 dias de la reprogramacién a iPSC. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc, +RG:

Reinfeccion con Gata4 a los 8 dias de la infeccion con OKSM; MEF: Fibroblastos embrionarios de
ratén.

Para comparar los mecanismos de accién de Gatad cuando se introducia
en la fase inicial o en la fase de maduracién, monitorizamos la expresion
de genes de activacion temprana como Syne2, Perp o Slc38a5 [70]
(Figura R.28). Los niveles de expresion de estos genes se inducen en la
fase de iniciacion, pero mientras Syne2 y Perp continldan elevados en la
fase de maduracidn y estabilizacién, SIc38a5 se reprime a partir del dia
11 de la reprogramacion [46].
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Figura R.28. Cinética de expresion de marcadores de reprogramacion a iPSC. Analisis mediante

PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresidon de Syne2, Perp y Slc38a5. MEF fueron
infectados siguiendo el esquema de la Figura R.25. OKSM+G: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc y Gata4;
OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +RG: Reinfeccion con Gata4 a los 8 dias de la infeccion con OKSM;
MEF: Fibroblastos embrionarios de raton; iPSC: Células pluripotentes inducidas.

La induccion de Syne2, Perp y Slc38a5 entre los dias 3 y 6 de la
reprogramaciéon es comparable entre las células procedentes de las
infecciones OKSM y OKSM+G (Figura R.28). Sin embargo la expresion de
Gata4 en la fase inicial o en la fase de maduracion, impide la regulacion
a la baja de SIc38a5 (Figura R.28C). Esto es, se obtiene el mismo perfil de
expresion de Syne2, Perp y Slc38a5 independientemente del momento
de expresion de Gata4, lo que sugiere que Gata4 actua en el inicio de la
fase de maduracion (Figura R.29).
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En conclusion, Gata4d actua durante la fase de maduracidon blogqueando
un paso esencial para concluir el proceso de reprogramacién, la
induccion robusta de Nanog (Figura R.29).

MEF FASES DE LA REPROGRAMACIONAIPS  IPS

Iniciacion Maduraciéon Estabilizacion

——
Tﬁ

Gata4d

Figura R.29. Modelo de inhibicién de la reprogramacién a iPSC mediante Gata4.

R.2.5. La expresién de Nanog rescata el bloqueo inducido por Gata4

La activacién transcripcional de Nanog en la fase de maduracién es
fundamental para alcanzar un estado de pluripotencia estable y
completar la reprogramacion a iPSC [88, 89]. Puesto que Gata4 interfiere
con la fase de maduracién, nos planteamos si Nanog podria ser la diana
de Gata4. En otras palabras, si Gata4 ya sea de forma directa o indirecta,
estuviera reprimiendo la expresidon de Nanog y ello condujera al bloqueo
en la reprogramacién. Para responder a esta pregunta disefiamos un
experimento de rescate mediante la sobreexpresion retroviral de Nanog.

Infectamos MEF con OKSM+G incluyendo un retrovirus que expresa
Nanog (OKSM+G+N). Para acelerar el proceso reprogramacion
transferimos las células infectadas al medio condicionado 2i/LIF durante
los ultimos 12 dias de reprogramacién [102]. Las células OKSM+G
murieron en el medio 2I/LIF mientras que las células OKSM+G+N,
crecieron y formaron colonias que presentaban la morfologia tipica de
colonias de iPSC (Figura R.30). Estas colonias se diferenciaron
espontaneamente a cuerpos embrioides cuando se les retiro LIF del
medio de cultivo (Figura R.30, columna derecha).
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5 dias 10 dias 12 dias Cuerpos
embrioides

OKSM
+G+N

Figura R.30. La expresi6n ectépica de Nanog rescata el crecimiento en medio 2i/LIF y la formacién
de cuerpos embrioides de MEF infectados con OKSM+G. MEF fueron infectados con OKSM+G y
OKSM+G+N. Se muestran imagenes en contraste de fase a los 5,10 y 12 dias de cultivo en medio

2i/LIF. En la columna de la derecha se muestra el resultado de cambiar las células a medio sin LIF en
placas sin gelatinizar, para facilitar la formacion de cuerpos embrioides. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-
Myc; +G: Gata4, +N: Nanog.

Cuando analizamos la expresién de Gatad., Y Nanoge, en las células
infectadas con OKSM+G+N, constatamos el silenciamiento propio de
verdaderas iPSC a partir del dia 14 de reprogramacién (Figura R.31).
Merece la pena destacar que los niveles mRNA de Nanog., fueron
comparables a los niveles endégenos de Nanog en mESC (figura R.31A).
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Figura R.31. Silenciamiento de Nanog y Gata4 exdégeno en MEF infectados con OKSM+G+N.

Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresion de Nanogey, Y Gatade,,.
MEF fueron infectados con OKSM+G+N. Cuarenta y ocho horas después de la infeccién los MEF
infectados fueron pasados a placas de 6 cm y el RNA extraido a los dias indicados en la figura. La
grafica muestra la cinética de expresidén de Nanog y Gata4 exdgenos (A y B). En la figura A (columna
a la derecha) se muestran los niveles de Nanog enddégeno de mESC. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc;
+G: Gata4,+N: Nanog, MEF: Fibroblastos embrionarios de raton; mESC: Células madre embrionarias
de raton, E.R.: Embrién de ratén.

En las células rescatadas con Nanog se indujo la transcripcién de genes
de pluripotencia como el propio Nanogengo, Oct4endo, Lin28 y Gdf3 a partir
de la segunda semana de reprogramacion, alcanzando niveles
comparables a los de iPSC (Figura R.32). Es interesante destacar que
mientras la expresion de Gdf3 se incrementa gradualmente durante el
proceso de reprogramacion con OKSM+G+N (Figura R.32C) u OKSM [46,
70, 233, 234], sus niveles se reprimen a partir del dia 14 (fase de
maduracién) en la infeccién con OKSM+G. De nuevo apuntando a la fase
de maduracidon como el proceso diana de interferencia de Gata4.

152



A
g 150
g
ll)l_’):
<2 I
@
& S 100
Exs
S < o075
g8
< & 050
82
<5025
P
T 000-= T
L © <~ o © <~ o (&)
w © < = ™ © < — ™ )
S 888 /IS o
[alyalya) [a el =) -
OKSM+G OKSM+G+N
1.50
©
£
& o 125
g8
<
£ 100
g3
E<ors
o8
T T
8§ 050
<E
P4 .25
g 5 025
0.00
[ © <~ o © S ~ o @)
w @ — — ™ g — < ™ %)
S A888 ASSS Q
[alyalya) [ajyalya]
OKSM+G OKSM+G+N

mMRNA Lin28 /mRNA Actina

mRNA Nanog endo/mRNA Actina

Unidades Arbitrarias

Unidades Arbitrarias

RESULTADOS

B
1.50
1.25 F
1.00 I
0.75
0.50
0.25 T
0.00- —r—— r—
w O <~ o O <~ o Q
w © — = m © = ®™ )
S AS8S8 ASSE Q
o0 0 o0 0
OKSM+G OKSM+G+N
D
1.50
1.25
1.00 I
0.75
0.50 ¥
0.25
0.004+ —r— r—r
T © <~ o © S~ o &)
w © < o ™ @ — < ™ )
S AS888 ASSS  Q
[alala) [a N alya]
OKSM+G OKSM+G+N

Figura R.32. La sobreexpresion de Nanog rescata la induccién de genes de pluripotencia

enddgenos. Analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresion de
Oct4engo, LiN28, Gdf3 y Nanog cndo, durante la reprogramacion. MEF fueron infectados con OKSM+G y
OKSM+G+N. Cuarenta y ocho horas después de la infeccion, los MEF infectados fueron pasados a
placas de 6 cmy el RNA extraido a los dias indicados en la figura. OKSM: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; +G:
Gata4; +N: Nanog; MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén; iPSC: Células pluripotentes inducidas.

En resumen, Gatad4 parece bloquear directa o indirectamente la
expresion de Nanog durante la reprogramacién de MEF a iPSC. Este

bloqueo conduce a células atrapadas en un estadio inmaduro del que

son incapaces de progresar hacia formas de iPSC maduras.
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R.2.6. El silenciamiento de Gata4 acelera el proceso de reprogramaciéon

La expresion de Gatad
actia como inhibidor
de la reprogramacion a
iPSC  impidiendo la
induccion de Nanog en
la fase de maduracién.

Puesto que en el
transcurso de la
reprogramacion se

detecta una expresion
transitoria de Gatad
[46], el silenciamiento
de Gatad
aumentar la eficiencia

deberia

de la reprogramacion
al facilitar la induccién

mESC+Gatad  + - - - - - -
mESC - + - - - -
3T3+SHLUC - -
3T3+5H3 - - -+ - -
3T3+5H4 - - - - + -
3T3+5H5 - - - - - ¥ -
3T3+5H6 - - - - - - +

— —56 Kb Gatad

——— — — — v — 50 Kb Tubulina

Figura R.33. Silenciamiento de Gata4 mediante los distintos

shRNA anti-Gata4. Células 3T3 fueron infectadas con lentivirus
que expresan distintos shRNA anti-Gata4 (SH3-SH6). A las 48
horas de infeccion se obtuvo un extracto proteico y se analizé
por Western blot usando un anticuerpo anti-Gata4. Se
utilizaron extractos proteicos de mESC como control negativo y
mESC transfectadas con pPYCAG-HA-Gata4 (mESC+Gata4)
como control positivo. Se incluye tubulina como control de
carga. 3T3: Linea inmortalizada de fibroblastos de ratoén;
SHLUC: Lentivirus que expresa un shRNA anti-luciferasa; SH3,
SH4, SH5, SH6: Lentivirus que expresan distintos shRNA anti-
Gata4.

de Nanog. Para bloquear la expresion de Gata4 utilizamos lentivirus que

expresan un shRNA contra Gata4 (ver M.3.2.2). La capacidad de silenciar

Gatad de estos lentivirus fue validada en células 3T3 (fibroblastos

inmortalizados de ratén), que expresan Gata4 [235] (Figura R.33). Una

vez validada

la funcion de los shRNA, infectamos MEF con las

combinaciones virales descritas en la Tabla R.1.

Lentivirus SHLUC | SH3 | SH4 SH5 SH6

Retrovirus OKS | 3SHLUC | 3SH3 | 35H4 | 3SH5 | 3SH6

OKSM | 4SHLUC | 45H3 | 45H4 | 45H5 | 4SH6
Abreviaturas de las combinaciones virales

Tabla R.1. Combinaciones virales utilizadas en la infeccién de MEF.
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A continuacién se muestra imdagenes representativas de la cinética de
formacién de colonias iPSC en el periodo de los 28 dias desde la
infeccién (Figura R.34).

A

3 3SHLUC 3SH3 3SH4 3SH5 3SH6

Dia 3

Dia 12
Dia 14
Dia 21

Dia31

B 4 4SHLUC 4SH3 4SH4 4SH5 4SH6

Dia3
Dia 8
Dia 14
Dia 21

Dia 31

Figura R.34. El silenciamiento de Gata4 acelera la formacién de colonias tipo iPSC. (A)

Imagenes representativas de la formacién de colonias en MEF reprogramados con OKS (3) y
OKSM (4) junto con shRNA anti-Gata4. 4: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; SHLUC: Lentivirus que expresa
un shRNA anti-luciferasa; SH3, SH4, SH5, SH6: Lentivirus que expresan distintos shRNA anti-
Gata4.
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A dia 14 post-infeccidn, las combinaciones OKS (3) + shRNA anti-Gata4
(SH3, SH4, SH5, SH6) presentan colonias morfoldgicamente distinguibles
y separadas de los fibroblastos circundantes, mientras que no se observa
formacién de colonias con las combinaciones OKS (3) y OKS (3) + SHLUC.
Similares resultados se obtuvieron a dia 8 post-infeccion con las
combinaciones virales OKSM (4) + shRNA anti-Gata4 (SH3, SH4, SH5,
SH6). A dia 14 se observa claramente que en las combinaciones de
OKSM (4) + shRNA (SH3, SH4, SH5, SH6) obtenemos colonias
completamente formadas mientras que en este mismo punto, las células
infectadas con OKSM (4) y OKSM (4) + SHLUC comienzan el proceso de
formacidn de colonias. En conclusidn, el silenciamiento de Gata4 parece
acelerar el proceso de formacion de colonias con morfologia de iPSC.
Para confirmar esta observacion, se realizd una nueva infeccién con las
combinaciones virales sefialadas en la Tabla R1 y monitorizamos la
aparicién de colonias iPSC mediante la actividad de la fosfatasa alcalina
[2, 50, 95] (Figura R.35).
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A 3SHLUC 3SH3

Dia 15

Dia 28

B 4SHLUC 4SH3

Dia 8

Figura R.35. Actividad fosfatasa alcalina de las colonias iPSC durante la reprogramacion.
Deteccidn de la actividad de la fosfatasa alcalina en MEF en reprogramacion. 3: Oct4, KIf4, Sox2;
4: Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc; SHLUC: Lentivirus que expresa un shRNA anti-luciferasa (control),
SH3: Lentivirus que expresa shRNA anti-Gata4.
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En la Figura R.35 Unicamente se observa una colonia fosfatasa alcalina
positiva en la infeccion con 3SHLUC a dia 15 de la reprogramacion. Por el
contrario, cuando incluimos SH3 obtenemos un numero de colonias
tefidas significativamente mayor. Similares conclusiones se obtienen
cuando se incluye c-Myc. Los resultados obtenidos demuestran que el
silenciamiento de Gata4 acelera el proceso de formacién de colonias en
la fase de maduracidn de la reprogramacion de MEF a iPSC.

De acuerdo con nuestra hipétesis de trabajo, la ausencia de Gata4 en los
MEF reprogramados deberia dar lugar a clones con niveles mas altos de
Nanog. La expresiéon de Nanog se determiné por PCR cuantitativa a
tiempo real a partir de RNA total de clones aislados a dia 28 de la
reprogramacion (Figura R.36).

Unidades Arbitrarias

MRNA Nanog/mRNA Actina
Unidades Arbitrarias
MRNA Lin28/mRNA Actina

Tl
il

SHLUC SH3 SHLUC SH3

MEF 4

w
g SHLUC SH3 SHLUC SH3

OKS OKSM OKS OKSM

Figura R.36. El silenciamiento de Gata4 da lugar a iPSC con mayores niveles de Nanog y Lin28.

Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de expresién de los marcadores de
pluripotencia Nanog y Lin28. MEF fueron infectados con OKS/M. La expresién de Gata4 fue
silenciada mediante shRNA. A los 28 dias, se aislaron y expandieron colonias con morfologia de
iPSC. OKS: Oct4, KIf4, Sox2; OKSM: Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc; SHLUC: Lentivirus que expresa un
shRNA anti-luciferasa (control negativo), SH3: Lentivirus que expresa un shRNA anti-Gata4; MEF:
Fibroblastos embrionarios de ratén.
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Tal y como se observa en la Figura R.36, los clones aislados de
infecciones que incluyen el lentivirus SH3 muestran niveles de Nanog
significativamente superiores comparados con SHLUC. Resultados
similares se obtuvieron con Lin28, otro importante factor de
transcripcion implicado en la induccién de pluripotencia [37].

En resumen, el silenciamiento de Gata4 acelera el proceso de formacidn
de colonias fosfatasa alcalina positivas, con morfologia de iPSC y que
expresan niveles de transcripcion mas elevados de Nanog y Lin28. En
resumen, el silenciamiento de Gata4 acelera el proceso de formacién de
colonias de iPSC.

R.2.7. Gata4 inhibe la transcripcion de Nanog mediante la unién a un
regulador distal de la transcripcion (enhancer)

Con el fin de profundizar sobre el mecanismo de Gata4 para limitar la
induccion de Nanog en MEF durante la reprogramacion, decidimos
buscar sitios consenso para Gata en regiones evolutivamente
conservadas (ECR) del gen Nanog. A través de la pagina web de ECR-
Browser (ecrbrowser.dcode.org) identificamos 4 ECR localizadas
secuencia arriba (upstream) del sitio de iniciacién de la transcripcion
(Figura R.37A). ECR I, Il y Ill estan evolutivamente conservados en raton,
humano y chimpancé. ECR | tiene una longitud de 97 pares de bases (pb)
y estd localizada en las inmediaciones del sitio de inicio de la
transcripcidn. ECR | conserva un elemento de regulacién, donde se unen
los factores de transcripciéon Oct-Sox, esencial para la transcripcion de
Nanog [91]. ECR Il (180 pb) y ECR Il (635 pb) apenas contienen sitios de
unién a factores de transcripcion (analizado mediante el programa
informatico rVista 2.0). Por ultimo, la region ECR IV (732 pb), localizada
alrededor de -9000 pares de bases del sitio de inicio de la transcripcién
del gen Nanog, estd conservada en todas las especies incluidas en
nuestros analisis.
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Figura R.37. Alineamiento del regulador distal de la transcripcién de Nanog. (A) Alineamiento de

las secuencias promotoras y potenciadoras de la transcripcién de Nanog en diferentes especies. Se
muestran las 4 regiones conservadas evolutivamente (ECR). (B) Alineamiento detallado de la
secuencia mas larga ininterrumpida y homologa de 14 pb, mostrando en negrita la localizacion del
sitio de union consenso para los factores de transcripcidon Gata.

Utilizando el software rVista 2.0, identificamos una acumulacion
significativa de posibles elementos de unién (un total de 66) para
factores de transcripcién en ECR IV, sugiriendo que esta zona podria
tener un papel de regulador distal de la transcripciéon (enhancer en
inglés) de Nanog (Figura R.37A). Entre estos elementos de unidn,
identificamos un sitio de unién consenso para factores Gata. De hecho,
el ndcleo de la secuencia consenso para factores Gata [(A/T)GATA(A/G)]
estd ubicada dentro de Ila secuencia conservada mas larga
ininterrumpida entre todas las especies (Figura R.37B).

Para determinar la unién de Gata4 al enhancer de Nanog identificado en
este estudio, se disefid una sonda de 30 pb que contenia el nucleo
[(A/T)GATA(A/G)] (Tabla TM9) anteriormente citado en ECR IV. Se
incubaron extractos nucleares de mESC + Gatad4 con esta sonda y se
realizd un ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA) (Figura
R.38).
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Oligo Gata4 Oligo control
Gatad
CCE1.19 + - - - - + o+ o+ o+ + -
CCE 1.19 + Gatad - + + o+ o+ - - - = + +
Oligo sin marcar - -+ - - -+ - - -+
Oligo mut. sin marcar -+ - - - + - - -
Anticuerpo anti-Gata4 - -+ - - - + -
Complejo
- “ -y Gatad
Complejo

Inespecifico

hh"“-Md -

6 7 8 9 10 1 12

Figura R.38. Gata4 se une al regulador distal de la transcripcion de Nanog in vitro. La unién de
Gata4 al sitio de unidn Gata (TGATAG) del enhancer de Nanog en ECR IV se evalué mediante un
ensayo de cambio movilidad electroforética (EMSA) con una sonda de 33pb. Se incubo esta sonda
marcada (Oligo Gatad) junto con extractos nucleares de mESC (CCE 1.19) transfectadas con el
plasmido episomal, pPYCAG-HAGata4, (CCE 1.19 + Gatad) o extractos nucleares de mESC
transfectadas con un pldsmido control, pPYCAG-IP, (CCE 1.19). Se muestra una imagen

representativa de tres experimentos independientes.

Los ensayos de EMSA revelaron que se forman dos complejos con la
sonda (Figura R.38). Un complejo superior, mas intenso en las células
CCE 1.19+Gata4 y un complejo inferior (menos retardado) presente por
igual en CCE 1.19 control y CCE 1.19+Gata4 (carreras 1-2). Cuando
afiadimos a la incubacidn la sonda sin marcar (carrera 3), la intensidad
del complejo superior en CCE 1.19+Gata4 se redujo a niveles de CCE 1.19
control. Sin embargo, cuando afiadimos a la incubacién una sonda sin
marcar que tenia el sitio de uniéon de Gata4 mutado (TGATAG fue
cambiado por GCGCGC, ver MM.6.5.3.) la intensidad del complejo
superior no se redujo (carrera 4). Estos resultados (carreras 1-4)
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demuestran que el complejo superior es especifico. Para determinar si
Gatad forma parte del complejo DNA-proteina detectado en el ensayo
de EMSA, realizamos un ensayo de supershift utilizando un anticuerpo
contra Gata4 (carrera 5). La desaparicién de la banda superior indica que
al menos Gatad se encuentra formando un complejo con la sonda. El
complejo inferior (menos retardado) se detecté en todos los extractos
nucleares, tanto de CCE 1.19-Gata4 como de CCE 1.19 control, con
similar intensidad y no se alterd en presencia de la sonda sin marcar o
del anticuerpo anti-Gata4, lo que sugiere que se trata de un complejo
inespecifico.

Para profundizar en la naturaleza del complejo superior formado en
extractos nucleares procedentes de CCE 1.19 control (carrera 1, Figura
R.38), realizamos experimentos de competicidén similares en extractos
nucleares de CCE 1.19 (carreras 6-9). El complejo desaparecié cuando
incubamos con la sonda sin marcar o con el anticuerpo Gata4,
sugiriendo que podria haber factores Gata endégenos expresados en
mMESC capaces de unirse a la sonda. Por ultimo, utilizamos una sonda
disefiada en el promotor proximal del factor natriurético atrial (ANF)
como control positivo del EMSA (carreras 10-12, Figura R.38) [236].
Estos resultados en su conjunto confirman que Gatad se une
especificamente al sitio Gata identificado en ECR IV de Nanog.

Una vez confirmada la unién de Gata4 al ECR IV de Nanog, quisimos
determinar si Gata4 puede reprimir la transcripcién de Nanog. Para ello,
realizamos un ensayo reportero en mESC. Se transfecté un pldsmido
reportero de la luciferasa que contiene la secuencia completa del
regulador distal de la transcripcion de Nanog (ECR 1V, 732 pb), clonado
secuencia arriba (upstream) del promotor proximal de Nanog (ECR I) que
regula la expresion de la luciferasa (Figura R.39).
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Figura R.39. Gata4 reduce la actividad luciferasa en mESC transfectadas con el plasmido reportero
Nanog-pGL3-enh/prom. Las células CCE1.19 fueron transfectadas con el plasmido reportero Nanog-
pGL3-enh/prom y un plasmido episomal que expresa Gata4 (pPYCAG-HAGata4). Se muestra la

media y desviacion tipica del ratio de las actividades luciferasa/renilla de 3 experimentos
normalizado a las células control transfectadas con un plasmido vacio (pPYCAG-IP). En la parte
superior de la figura se muestra un Western blot mostrando la presencia de las proteinas Gata4 y
tubulina, en los correspondientes extractos celulares.

El plasmido quimérico (Nanog-pGL3-enh/prom) era activo en mESC
(Figura R.39 columna izquierda). La actividad de la luciferasa decrecio
dosis-dependientemente hasta el 50% cuando co-transfectamos con un
vector episomal que expresa Gata4 (pPYCAG-HAGata4). Podemos
confirmar que Gata4 se une al sitio Gata en ECR IV y es capaz de reprimir
la actividad del promotor de Nanog.

Por ultimo, quisimos determinar si Gata4 es capaz de unirse a ECR IV in
vivo cuando la cromatina se encuentra en su forma nativa. Para ello se
realizd un ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina tal y como se
describe en [203]. Para la realizacién de este experimento, utilizamos
mESC transfectadas con pPYCAG-IP (CCE 1.19 control) o transfectadas
con pPYCAG-HA-Gata4 (CCE 1.19+Gatad) (Figura R.40). La
inmunoprecipitacion se realizé utilizando los anticuerpos anti-Gatad vy
anti-HA-tag, validados mediante Western blot (Figura R.41).
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Figura R.40. Western blot de extractos Figura R.41. Validacién de los

procedentes de mESC transfectadas con pPYCAG-
IP_(Cont) o pPYCAG-HAGata4 (Gata4) utilizados
en los EMSA. La tubulina unicamente se detectd

anticuerpos mediante Western blot.

Validacion de los anticuerpos anti-
Gata4d y anti-HA-tag mediante Western
blot utilizando mESC transfectadas con
pPYCAG-HA-Gata4.

en extractos citoplasmaticos. Se muestra en la
parte inferior de la figura una tincién de la
membrana con azul de Comassie.

Tal y como se muestra en la figura R.42A se observé un enriquecimiento
aproximado de 20 veces y 4 veces del regulador de la transcripcién de
Nanog (ECR IV) en las muestras CCE 1.19-Gata4 inmunoprecipitadas con
los anticuerpos anti-Gatad y anti-HA,
contraposicion a los controles de IgG. El ensayo de ChIP fue validado
analizando en paralelo una regidn del promotor Cyp17al [237]. En este
caso, la inmunoprecipitacién con los anticuerpos anti-HA o anti-Gata4

respectivamente, en

dieron como resultado un enriquecimiento aproximada de 28 veces
(Figura R.42C). Cuando se investigd el locus control ECR Ill, no se
encontrd un enriquecimiento significativo de este locus (Figura R.42B).
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Figura R.42. Gata4 se une al regulador de la transcripcién distal de Nanog in vivo. Andlisis de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) de mESC transfectadas con pPYCAG-IP (CCE 1.19) o
pPYCAG-HAGata4 (CCE 1.19+Gata4). Las cantidades relativas de cromatina inmunoprecipitada
utilizando los anticuerpos anti-Gata4, anti-HA-tag o I1gG se analizaron mediante PCR cuantitativa a

tiempo real. Se analizaron 3 diferentes locus gendmicos, un dominio de 149 pb localizado en ECR Ill,
como control negativo, un dominio de 143 pb conteniendo el sitio de unién de Gata4 localizado en
ECR IV y un dominio de 269 pb localizado en Cyp17al, como control positivo [237]. Se representan
las medias de 3 experimentos independientes.

En conclusion, nuestros resultados indican que Gata4 se une “in vivo” al
regulador de la transcripcién distal de Nanog identificado en ECR IV.
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D.1. TRANSDIFERENCIACION DE MEF A IHEP MEDIANTE
FACTORES DE TRANSCRIPCION ESPECIFICOS
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Con el fin de desarrollar un protocolo de reprogramacién de fibroblastos
a hepatocitos, realizamos una primera serie de experimentos con la
finalidad de obtener células reprogramadas a endodermo hepatico,
mediante dos estrategias de reprogramacion: directa e indirecta.

La estrategia de reprogramacion directa mediante la infeccion con
retrovirus que expresan los factores de transcripcidén pro-endodérmicos
Hhex (H), Foxa2 (F) y Gata4 (G) en DMEMc, resultdé en senescencia y
muerte celular. Estos resultados ponen de manifiesto que la limitada
capacidad proliferativa de los MEF es un paso limitante para la
reprogramacion directa hacia el linaje hepatico, tal y como se ha
descrito recientemente [238]. Nuestra estrategia indirecta consistié en
reprogramar MEF a endodermo hepatico combinando los factores de
reprogramacion a iPSC (OKSM) junto con los factores de transcripcidn
pro-endodérmicos Foxa2, Gata4 y Hhex en DMEMc (Tabla TM2). Se
escogid esta estrategia hipotetizando que inicialmente los factores de
reprogramacion a iPSC (OKSM) podrian reprogramar estas células a un
estado parcialmente pluripotente en ausencia de LIF, potencialmente
mas susceptible a los factores de transcripciéon pro-endodérmicos por
estar siendo sometidos a un remodelado epigenético.

Las células infectadas con OKS+H presentaban morfologia y marcadores
de colangiocitos (células epiteliales del conducto biliar). De hecho Hhex
es un factor de transcripcion esencial en el desarrollo del higado [146,
149, 150] y su ausencia resulta en una diferenciacion deficiente de los
hepatoblastos y malformaciones en la formacién de las vias biliares
[150]. Resulta interesante que esta transformacion sélo ocurre cuando
c-Myc estd ausente. Una de las funciones de c-Myc en células madre es
el mantenimiento de la autorenovacion (proliferacién) y pluripotencia
[239], inhibiendo por tanto los procesos de diferenciacién. Por ello,
parece que sdlo en ausencia de c-Myc, Hhex es capaz de inducir la
diferenciacién que deriva en cambios morfolégicos potencialmente pro-
hepaticos. Las células infectadas con OKS/OKSM+F+G, no formaban
colonias definidas, sino agrupamientos de células con morfologia
fibroblastica.
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La expresidn de los marcadores endodérmicos analizados Gsc, y Sox7, en
los distintos clones, resulté ser variable (Figura R.3). Esta variabilidad
puede ser atribuida al diferente nimero de retrovirus que infectan a
cada una de las células, al lugar donde se insertan en el genoma y otras
variables que modulan su expresion en cada célula. Ahora bien, el perfil
de expresion de los factores endodérmicos fue en general superior en
aquellas combinaciones que no contenian c-Myc. Parece que, de nuevo,
la presencia de c-Myc impide o dificulta la diferenciacién inducida por
otros factores de transcripcién como Foxa2, Gata4 o Hhex. Sea como
fuere, los niveles de Nanog en todas las combinaciones
(aproximadamente 650 veces menos que mESC) confirmo que se trataba
de células que no habian adquirido la pluripotencia (Figura R.2) [88]. Los
analisis de expresion global por microarrays y su validacién por PCR
cuantitativa a tiempo real confirmaron que las OKS/M+F+G no se habian
derivado hacia el linaje endodérmico.

Los resultados obtenidos sugerian que la reprogramacion de fibroblastos
a endodermo hepatico de forma indirecta mediante los factores de
transcripcion OKS/M, Hhex, Foxa2 y Gata4 no era suficiente. Decidimos
introducir dos cambios importantes, la expresidon ectépica de HNF4aq,
HNFla y HNF6, asi como el uso de medio de cultivo condicionado
(MCH). Se ha demostrado que el uso de medios condicionados mejoran
y aceleran la reprogramacion celular [18, 103, 106, 240]. MEF infectados
con retrovirus que codifican para los factores de transcripcién Gata4,
Foxa2, Hhex, HNFla, HNF4a y HNF6 indujeron un intenso cambio
morfoldgico y transcripcional hacia el linaje hepatico, especialmente
cuando se co-infectaron junto con OKSM y se cultivaron en medio
condicionado hepatico.

Las células se disponen en un empedrado tipico de hepatocitos; muchas
de estas células son binucleadas y presentan nucléolos prominentes
(Figura R.8). La transicidon de morfologia fibrobldstica a epiteliales (MET)
puede ser inducido por los factores OKS/M como ocurre en la
reprogramacion a iPSC. En aquellas infecciones que no incluian estos
retrovirus, si contenian HNF4 en la infeccidn, lo cual es suficiente para
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inducir MET ya que activa genes epiteliales como la E-cadherina [241]. A
nivel transcripcional expresan niveles hepaticos de genes esenciales para
el desarrollo del higado como Foxal y Foxa2 y activan la expresién de
marcadores especificos de la funcién hepatica como Albumina, Slc10al
(transportador de acidos biliares), Cyp7al (primer enzima de la ruta
sintética de acidos biliares desde colesterol), Tat (enzima implicado en el
metabolismo de la tirosina) y Ugtlal (enzima que transforma pequefias
moléculas lipdfilas como bilirrubina, esteroides, o distintas drogas en
metabolitos solubles en agua para su posterior excrecion). Ademas en
estas células no se detecta mMRNA de genes mesenquimales propios de
fibroblastos como Thyl, Zebl o Snail; ni marcadores de pluripotencia
como Nanog o Lin28. La ausencia de marcadores mesenquimales
originales de los MEF y de pluripotencia son sugerentes de una
verdadera reprogramacion hacia iHep. Estos datos concuerdan con una
reciente publicacion en la que reprograman fibroblastos a
cardiomiocitos infectando inicialmente con OKSM y alteran el proceso
de adquisicién a pluripotencia usando un medio condicionado con
factores de crecimiento especificos y sin LIF [240].

Durante la elaboracién de esta tesis se publicaron dos trabajos en los
gue se convertian de forma directa MEF en iHep [238, 242] usando
factores de transcripcién similares a los empleados en esta tesis. Sin
embargo, a diferencia de nuestros resultados y los de Huang et al [238],
los MEF infectados no entran en senescencia. Precisamente este motivo
llevo a Huang et al a utilizar fibroblastos de ratones p19Arf-/- [238] que
tienen capacidad de proliferar indefinidamente sin entrar en
senescencia.

En resumen, hemos conseguido inducir la conversidon de fibroblastos
embrionarios de ratdon (MEF) a células con morfologia y marcadores
hepaticos (iHep), mediante la infeccidn con retrovirus que codifican para
los factores de transcripcién Gata4, Foxa2, Hhex, HNFla, HNF4a y HNF6.
Sin embargo, estos MEF entraron en senescencia y no fue posible
congelar las lineas celulares obtenidas, bien porque se trata de
hepatocitos altamente diferenciados (estudios en curso) o porque
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simplemente entran en senescencia por proceder de MEF. La inclusidn
de Oct4, KIf4, Sox2, c-Myc permite aislar clones que a priori expresan
niveles comparables de marcadores hepdaticos a las células
reprogramadas en su ausencia.
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D.2. PAPEL DE GATA4 EN EL BLOQUEO DE LA
REPROGRAMACION DE CELULAS SOMATICAS
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La expresion exdgena de Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc (OKSM) es suficiente
para activar la reprogramacién celular a través de cambios globales de
expresion génica, que culminan con la adquisicién de la pluripotencia
[2]. Este fendmeno depende en gran medida de una red transcripcional
articulada por la induccién del factor de transcripcién Nanog [89]. En
esta tesis hemos demostrado que Gata4 bloquea la induccién de Nanog
y en consecuencia la reprogramacion celular.

La expresion de Gata4 causa un intenso deterioro de la reprogramacién
inducida por la expresidon de Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc. La presencia de
Gatad da lugar a colonias de naturaleza fibroblastica y bordes poco
definidos que no expresan Nanog. Estas colonias no se pueden aislar
individualmente y mueren en medio condicionado 2i/LIF, utilizado para
culminar la reprogramacién de iPSC parciamente reprogramadas [70].
Cuando Foxa2 se co-expresa con Gatad (OKS/M+F+G), las colonias
pueden ser aisladas y expandidas en clones, pero mantienen su
morfologia fibroblastica y los niveles de Nanog contindan siendo muy
bajos. Estos resultados no son del todo inesperados, ya que se ha
descrito que el factor de transcripcién maternal Glisl aumentan la
eficiencia de la reprogramacion a iPSC a través de la induccién de Foxa2
[42]. De hecho, cuando sobrexpresamos Foxa2 junto con OKSM se
alcanzan niveles de mRNA de Nanog superiores que con OKSM (Figura
R.17). Inversamente, el silenciamiento de Gata4 en MEF reprogramados
con OKS/OKSM mediante shRNA especificos anti-Gata4, incrementé el
nuimero de colonias iPSC tempranas (Figura R.35) y los niveles de Nanog
en los clones de iPSC aislados (Figura R.36). Por tanto Gata4 bloquea la
induccion a células iPSC y su funcién parece estar relacionada con la
ausencia de Nanog.

Con el fin de profundizar en el mecanismo ejercido por Gatad para
bloquear la reprogramacidon a células iPSC, decidimos evaluar su
influencia en los pasos cruciales del proceso. La presencia de Gata4 en la
combinacion retroviral de reprogramacién no induce senescencia mas
alla de los valores normales del proceso (Figura R.19). Del mismo modo,
la sobreexpresion de Gata4 no influye en la activacién inicial de
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marcadores epiteliales como Cdh1y OcIn1 (Figura R.21) o de marcadores
tempranos de la reprogramacidon como S/c38a5, Syne2 y Perp (Figura
R.28).

La reprogramacion celular de MEF a células iPSC es un proceso gradual
que puede dividirse en 3 etapas: fase de iniciacion (0-8 dias), fase de
maduracién (8-16 dias) y fase de estabilizacién (16-21 dias) [46]. Durante
la fase de maduracién tiene lugar la induccion de Nanog que
desencadena toda una serie de respuestas celulares hasta llegar al
establecimiento de verdaderas células iPSC. Al mismo tiempo se produce
el silenciamiento de Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc exdgenos, la regulacidn a la
baja de S/c38a5 (Figura R.28), la estabilizacidn de los niveles de mRNA de
Gdf3 (Figura R.32C) y la induccién progresiva de Nanog. La presencia de
Gatad interfirid en cada uno de estos procesos culminando con la
ausencia de Nanog a los 28 dias de la infeccion con OKSM+G. De hecho,
el fenotipo de estas las células reproduce el descrito cuando se
reprograman células deficientes en Nanog con OKSM [88]. En
consonancia con la hipdtesis de que Gatad bloquea la reprogramacion
en la fase de maduracion, la expresion de Gata4 durante el inicio de esta
fase (ocho dias después de la infeccion de MEF con OKSM) también
bloquea la reprogramacion y la induccion de Nanog (Figura R.27).

Nuestra hipdtesis de trabajo era que Gata4 bloqueaba Ia
reprogramacion durante la fase de maduracion al limitar la induccidn de
Nanog en base a las siguientes observaciones: 1) La expresion de Gatad
junto con OKSM reproduce el fenotipo de células deficientes en Nanog
reprogramadas con OKSM [88]; 2) Gata4 no altera de ningun modo la
fase de iniciacidon, en la que Nanog no es esencial [46]; 3) la expresion de
Gata4 después de la fase de iniciacidon impidié también la generacidn de
iPSC y la induccion de Nanog; 4) el silenciamiento de Gata4 da lugar a
clones de células iPSC que expresan niveles de mRNA de Nanog
significativamente superiores a los clones aislados de la reprogramacion
con OKSM (Figura R.36). Para confirmar esta hipétesis realizamos un
ensayo de rescate genético incluyendo Nanog en la combinacion
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retroviral OKSM+G (OKSM+G+N). Los clones aislados de la infeccidn con
OKSM+G+N presentan el fenotipo propio de células iPSC (Figura R.30).

Una busqueda in silico de regiones evolutivamente conservadas (ECR) en
el gen Nanog nos permitié la identificacién de un nuevo regulador distal
de la transcripcion en este gen (ECR 1V; Figura R.37). Utilizando ensayos
de retardo en la movilidad electroforética (EMSA), ensayos de luciferasa
y de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP) descubrimos que Gata4
es capaz de unirse a este sitio del regulador distal de Nanog e inhibir la
transcripcidn (Figuras R.38, R.39 y R.42). El significado fisiolégico de la
uniéon de Gata4 al regulador ECR IV de Nanog es desconocido, pero dado
el papel de Gatad como un factor de transcripcion pionero en la
diferenciacién de diferentes tipos celulares [131, 243, 244], formulamos
la hipdtesis de que la unién de Gatad al regulador ECR IV podria
contribuir al silenciamiento de Nanog y la segregacién del endodermo
primitivo desde las células de la masa celular interna durante el
desarrollo embrionario [245].

De forma similar a Gata4, el silenciamiento de LATS2, un supresor
tumoral de la via Hippo, facilita la reprogramacién somatica [246].
Igualmente células mutantes en Tcf3, un represor de genes diana de -
catenina, también facilita la reprogramacién de células neurales [247].
En otros trabajos, es la co-expresion de factores en combinacién con
OKSM lo que facilita el proceso, como en el caso de HMGA1 [248].

Nuestros descubrimientos indican que, el bloqueo de la reprogramacién
por Gata4, es debido a su capacidad para abolir la inducciéon de Nanog
en el transcurso de la reprogramacién. Gata4d se une directa vy
especificamente a un regulador de la transcripcion (ECR 1V) del gen
Nanog, que hemos identificado en este estudio, inhibiendo su
transcripcion en el transcurso de la reprogramacién y de esta forma
bloqueando la induccién de MEF a células iPSC. Dado el importante
papel de Gatad y Nanog en la diferenciacion celular, los resultados
presentados en esta tesis tienen también implicaciones en el descifrado
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de las redes interreguladoras que controlan la reprogramacién de
células somaticas y la diferenciacion de la ICM embrionaria.
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Transdiferenciacion de fibroblastos embrionarios de ratén a
hepatocitos.

- Hemos conseguido convertir fibroblastos embrionarios de ratén
a células con morfologia y marcadores hepaticos.

- Esta conversiéon se ha producido mediante la infecciéon con
retrovirus que codifican para los factores de transcripcién Gata4,
Foxa2, Hhex, HNF1la, HNF4a y HNF6.

- La expresién de estos factores de transcripcién junto con Oct4,
KIf4, Sox2 y c-Myc, permite obtener células que mejoran la
expresion de los marcadores hepaticos examinados y presentan
una mayor capacidad de proliferacién.

- El uso de medio condicionado hepato-especifico optimiza el
fenotipo de los hepatocitos inducidos.

Blogueo de la reprogramacion a pluripotencia por Gata4.

- El factor de transcripcion Gata4 bloquea la reprogramacion de
fibroblastos embrionarios de ratén a células pluripotentes
inducidas.

- Gatad inhibe la expresion de Nanog mediante su unién
especifica a un regulador distal de la transcripcién de este gen,
debido a ello, bloquea la transicidn a la fase de maduracion en la
reprogramacion a células pluripotentes inducidas.

- El silenciamiento de Gata4 mediante shRNAs aumenta la
eficiencia de reprogramacion a células pluripotentes inducidas.
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