VNIVERSITAT
DGVALENCIA

Facultad de Ciencias Bioldgicas

Departamento de Biologia Celular

REPROGRAMACION CELULAR,
DINAMICA MITOCONDRIAL
Y METABOLISMO

TESIS DOCTORAL
Presentada por D. Javier Prieto Martinez
Dirigida por el Dr. José Manuel Torres |Ibafiez

Programa de Doctorado en Biotecnologia

Noviembre de 2016






VL\,] IVE I\{SITAT Departament de Biologia Cel-lular,
]:D QVALE NC Il\ Biologia Funcional i Antropologia Fisica

D. José Manuel Torres Ibanez, investigador del Departamento de Biologia
Celular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Valencia,

CERTIFICA QUE

D. Javier Prieto Martinez, licenciado en Bioquimica y master en Aproximaciones
Moleculares en Ciencias de la Salud por la Universidad de Valencia, ha realizado bajo
su direccién el trabajo de investigacion titulado “Reprogramaciéon celular, dinamica
mitocondrial y metabolismo” para la obtencion del titulo de Doctor por la Universidad
de Valencia

Para que asi conste, y en cumplimiento de la legislacién vigente, firma el
presente certificado en

Valencia, 14 de noviembre de 2016

Dr. José Manuel Torres Ibanez

VLC/CAMPUS

VALENCIA, INTERNATIONAL CAMPUS OF EXCELLENCE Campus de Burjassot-Paterna
Av. Vicent Andrés Estellés, 50 telf. 963544681 fax 963544284 www.uv.es/biocelfunc
CAMPUSHABITATSU 46100, Burjassot (Valencia) dep.biologia.celular.funcional.antropolo.fis@uv.es






Para la realizacion de este trabajo de tesis doctoral, el autor ha sido beneficiario
de una ayuda para la contratacion de personal investigador de caracter predoctoral del
Programa VALi+d (Exp. ACIF/2013/237) de la Conselleria d’Educacié, Formacio i
Ocupacioé (DOCV. Num. 6791/ 07.06.2012) de la Generalitat Valenciana.

La investigacion se ha enmarcado dentro de los proyectos: “Células madre
pluripotentes inducidas para el modelado de la enfermedad Charcot-Marie-Tooth”
2013-2015 (P112/00638) del Instituto de Saludo Carlos Ill, Fondo de Investigacion
Sanitaria (FIS), Ministerio de Economia y Competitividad, y “Papel de las MAP
quinasas y la dinamica mitocondrial en la reprogramacion y la transdiferenciacion
celular” 2016-2018 (BFU2015-68366-R) del Ministerio de Economia y Competitividad;
ambos co-financiados por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER).

Durante este trabajo, el autor fue beneficiario de una beca para estancias cortas
de contratados predoctorales en centros de investigacion fuera de la Comunidad
Valenciana del Programa VALi+d (Exp. BEFP1/2015/040) de la Conselleria d’Educacio,
Investigacié, Cultura i Esport (DOCV. Num. 7332 / 05.08.2014) de la Generalitat
Valenciana para la realizacién de una estancia de 6 meses en el centro National
Institutes of Health, Bethesda, USA, bajo la supervision de la Dra. Jennifer Lippincott-
Schwartz (Cell Biology and Metabolism Department, National Institute of Child Health
and Human Development, Bethesda, USA).

Ademas, se establecieron otras colaboraciones con los grupos de investigaciéon
del Dr. José M. Cuezva (Departamento de Biologia Celular e Inmunologia, Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
Madrid, Espafa), del Dr. Antonio Pineda-Lucena (Unidad de Metabolémica, Centro de
Investigacién Principe Felipe-La Fe, Valencia, Espafia) y del Dr. Agustin Lahoz (Grupo
de Biomarcadores y Metabolomica, Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe, Valencia
Espana).






Agradezco a mi familia, mis amigos y mis companeros la ayuda y el apoyo que,
de una u otra forma, siempre me brindaron durante estos anos dedicados a la ciencia.
En especial al Dr. Josema Torres, por ser mi mentor en este largo y arduo camino; a
los doctores Xavier Ponsoda, Asuncion Molowny y Carlos Lépez-Garcia, por
acogernos con los abrazos abiertos y compartir su experiencia conmigo; y a mi amiga
e infatigable companera de laboratorio Marian Ledn, por soportarme todos los dias con
una sonrisa.






A mis padres,
Juan y Marian

A mi hermana,
Belén

Ati,

Gemma






En cuanto las personas descubran la fuente de
alegria que es investigar y aprender una cosa no
sabida, se daran cuenta de que hasta el orgasmo es
una broma en comparacion con la permanencia, la
solidez y la seguridad que da la capacidad de
aprender.

Antonio Escohotado






Acc

Acly

ADP

Afp

AG
Akt

AMP
Ampk

Ampka

AP

Atg5

ATP

Atp5b

Abreviaturas

carboxilasa del acetil-
CoA (del inglés, acetyl-
CoA carboxylase)

liasa de ATP-citrato (del
inglés, ATP citrate lyase)

adenosin difosfato (del
inglés, adenosine
diphosphate)

fetoproteina alpha (del
inglés, alpha-fetoprotein)

acidos grasos

quinasa homologa al
oncogén viral v-Akt del
timoma murino (del
inglés, v-Akt murine
thymoma viral oncogene
homolog)

adenosin monofosfato

quinasa de proteinas
activada por AMP (del
inglés, AMP-activated
protein kinase)

subunidad alfa de la
quinasa de proteinas
activada por AMP (del
inglés, AMP-activated
protein kinase subunitiy
alpha)

fosfatasa alcalina (del
inglés, alkaline
phosphatase)

proteina 5 relacionada
con autofagia (del inglés,
autophagic-related
protein 5)

adenosin trifosfato (del
inglés, adenosine
triphosphate)

proteina beta de la ATP
sintasa mitocondrial (del
inglés, mitochondrial ATP
synthase polypeptide
beta)

Atpif1

Bmp

BrdU
BSA

c-Myc

CAC

Camkla

Cdk1

Cdk5

Cebpa

Cebpp

factor inhibidor 1 de la
ATP sintasa (del inglés,
ATP synthase inhibitory
factor 1)

proteina morfogenética
del hueso (del inglés,
bone morphogenetic
protein)

5-bromo-2’-desoxiuridina

albumina de suero
bovino (del inglés, bovine
serum albumin)

factor transcripcional
celular homologo al
oncogén v-Myc de la
mielocitomatosis viral
aviar (del inglés, v-Myc
avian myelocytomatosis
viral oncogen cellular
homolog)

ciclo del acido citrico (del
inglés, citric acid cycle)

quinasa de proteinas |
alpha dependiente de
calcio/Calmodulina (del
inglés, calcium/
Calmodulin-dependent
protein kinase | alpha)

quinasa de proteinas 1
dependiente de ciclinas
(del inglés, cyclin-
dependent kinase 1)

quinasa de proteinas 5
dependiente de ciclinas
(del inglés, cyclin-
dependent kinase 5)

proteina alfa de unién a
cajas CCAAT (del inglés,
CCAAT/enhancer-binding
protein alpha)

proteina beta de union a

cajas CCAAT (del inglés,

CCAAT/enhancer-binding
protein beta)



Cer1
CER
Cip1

CL
Cox4

CP
CREB

Crtc3

CSC

DAPI

DHEA
DMEM

DNA

Drp1

cerberus 1
ceramidas

proteina 1 de interaccion
con CDK (del inglés,
CDK-interacting protein
1)

cardiolipinas

subunidad 4 de la
oxidasa del citocromo
(del inglés, cytochrome
oxidase subunit 4)

componente principal

elemento de unién
regulado por AMP ciclico
(del inglés, cyclic AMP
regulated element
binding)

coactivador 3 de la
transcripcién regulada
por CREB (del inglés,
CREB regulated
transcription coactivator
3)

células madre del cancer
(del inglés, cancer stem
cells)

4’ 6-diamino-2-fenilindol
(del inglés, 4°,6-
diamidino-2-
phenylindole)

dehidroepiandrosterona

medio Eagle modificado
de Dulbecco (del inglés,
Dulbecco’s Modified
Eagle medium)

acido desoxirribonucleico
(del inglés,
deoxyribonucleic acid)

proteina 1 relacionada
con la dinamina (del
inglés, dynamin-related
protein 1)

DUSP

Dusp1

Dusp2

Dusp5

Dusp6

Dusp7

EB

Eno1
EpiSC

ER

Erk1/2

Erra

ESC

fosfatasas de
especificidad dual (del
inglés, dual specificity
phosphatases)

fosfatasa 1 de
especificidad dual (del
inglés, dual specificity
phosphatase 1)

fosfatasa 2 de
especificidad dual (del
inglés, dual specificity
phosphatase 2)

fosfatasa 5 de
especificidad dual (del
inglés, dual specificity
phosphatase 5)

fosfatasa 6 de
especificidad dual (del
inglés, dual specificity
phosphatase 6)

fosfatasa 7 de
especificidad dual (del
inglés, dual specificity
phosphatase 7)

cuerpos embrioides (del
inglés, embryoid bodies)

enolasa 1

células madre del
epiblasto (del inglés,
epiblast stem cells)

reticulo endoplasmico
(del inglés, endoplasmic
reticulum)

quinasas de proteinas 1
y 2 reguladas por
sefializacién extracelular
(del inglés, extracellular
signal-regqulated protein
kinases 1 and 2)

receptor alfa relacionado
con el estrogeno (del
inglés, estrogen-related
receptor alpha)

células madre
embrionarias (del inglés,
embryonic stem cells)



esiRNA

Esrrb

FACS

Fasn

FC

FDR

Fgf4

Fgfr2

Fis1

FOC

Foxa1

G6P

Gé6pd

siRNA preparados por
endoribonucleasas (del
inglés, endoribonuclease-
prepared siRNAS)

receptor beta relacionado
con el estrogeno (del
inglés, estrogen-related
receptor beta)

separacion de células
activada por
fluorescencia (del inglés,
fluorescent-activated cell
sorting)

sintasa de acidos grasos
(del inglés, fatty acid
synthase)

citometria de flujo (del
inglés, flow cytometry)

tasa de descubrimientos
falsos (del inglés, false
discovery rate)

factor 4 de crecimiento
de fibroblastos (del
inglés, fibroblast growth
factor 4)

receptor 2 del factor de
crecimiento de
fibroblastos (del inglés,
fibroblast growth factor
receptor 2)

proteina 1 de fision
mitocondrial

incremento relativo (del
inglés, fold change)

factor transcripcional a1
de caja de horquilla (del
inglés, forkhead box
protein at)

glucosa-6-fosfato (del
inglés, glucose-6-
phosphate)

deshidrogenasa de la
glucosa-6-fosfato (del
inglés, glucose-6-
phosphate
dehydrogenase)

GA3P

Gapdh

Gata1

Gatab

Gdap1

GDP

GED

Gfp

Gls
Glud

Gp130
Gsc

Gsk3

gliceraldehido-3-fosfato
(del inglés,
glyceraldehyde-3-
phosphate)

deshidrogenasa del
gliceraldehido-3-fosfato
(del inglés,
glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase)

factor transcripcional 1
de unién a cajas GATA
(del inglés, GATA binding
protein 1)

factor transcripcional 6
de unién a cajas GATA
(del inglés, GATA binding
protein 6)

proteina 1 asociada a la
diferenciacién inducida
por gangliésidos (del
inglés, ganglioside-
induced differentiation
associated protein 1)

guanosin difosfato (del
inglés, guanosine
diphosphate)

dominio efector de la
GTPasa (del inglés,
GTPase efector domain)

proteina fluorescente
verde (del inglés, green
fluorescent protein)

glutaminasa

deshidrogenasa del
glutamato (del inglés,
glutamate
dehydrogenase)

glucoproteina 130
proteina Goosecoid

quinasa 3 de la sintasa
del glucégeno (del inglés,
glycogen synthase
kinase 3)



Gsk3B

GTP

GTPasa

HEMA
Hadha

Hif1

Hk1
Hk2
hLIF

ICM

iDrp1

iMek
iPSC

IRES

Jak

isoforma beta de la
quinasa 3 de la sintasa
del glucégeno (del inglés,
glycogen synthase
kinase 3 isoform beta)

guanosin trifosfato (del
inglés, guanosine
triphosphate)

trifosfatasa de guanosina
(del inglés, guanosine
triphosphatase)

2-hidroxietil metacrilato

subunidad alfa de la
deshidrogenasa del
hidroxiacil-CoA (del
inglés, hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase subunit
alpha)

factor 1 inducible por
hipoxia (del inglés,
hypoxia inducible factor
1)

hexoquinasa 1
hexoquinasa 2

factor inhibidor de la
leucemia humano (del
inglés, human leukemia
inhibitory factor)

masa celular interna (del
inglés, inner cell mass)

inhibidor de Drp1
inmunofluorescencia
inhibidor de Mek1/2

células madre
pluripotentes inducidas
(del inglés, induced
pluripotent stem cells)

sitio interno de entrada
del ribosoma (del inglés,
internal ribosomal entry
site)

quinasa de proteinas
Janus (del inglés, Janus
protein kinase)

kDa
Kdr

Kip1

Kif2

Klif4

KIf5

Lc3b

LC-MS

LC-MS/MS

Ldh

Ldha

Lif

Lifr

kilodaltons

receptor con dominio
quinasa insertado (del
inglés, kinase insert
domain receptor)

proteina inhibidora 1 de
quinasas (del inglés,
kinase inhibitor protein 1)

factor transcripcional 2
tipo Krippel (del inglés,
Kriippel-like factor 2)

factor transcripcional 4
tipo Krlppel (del inglés,
Kriippel-like factor 4)

factor transcripcional 5
tipo Krippel (del inglés,
Krippel-like factor 5)

cadena ligera 3b de la
proteina asociada a
microtubulos (del inglés,
microtubule associated
protein light chain 3b)

cromatografia liquida-
espectrometria de masas
(del inglés, liquid
chromatography-mass
spectrometry)

cromatografia liquida-
espectrometria de masas
en tandem (del inglés,
liquid chromatography-
tandem mass
spectrometry)

deshidrogenasa del
lactato (del inglés, lactate
dehydrogenase)

deshidrogenasa a del
lactato (del inglés, lactate
dehydrogenase a)

factor inhibidor de la
leucemia (del inglés,
leukemia inhibitory factor)

receptor del factor
inhibidor de la leucemia
(del inglés, leukemia
inhibitory factor receptor)



LPC

LPE

MAPK

MEF

Mek1/2

Meox1

MET

Mff

Mfn1
Mfn2
Mid49

Mid51

MME

lisofosfatidilcolinas (del
inglés,
lysophophatidylcholines)

lisofosfatidiletanolaminas
(del inglés,
lysophophatidylethanola-
mines)

quinasas de proteinas
activadas por mitdgenos
(del inglés, mitogen-

activated protein kinases)

fibroblastos embrionarios
de ratdn (del inglés,
mouse embryonic
fibroblasts)

quinasas 1y 2 de MAPK/
Erk (del inglés, Mapk/Erk
kinases 1 and 2)

factor transcripcional
mesenquimal 1 de unién
a homeobox (del inglés,
mesenchyme homeobox
protein 1)

transicion de
meseénquima a epitelio
(del inglés,
mesenchymal-to-
epithelial transition)

factor de fision
mitocondrial (del inglés,
mitochondrial fission
factor)

mitofusina 1
mitofusina 2

proteina de dinamica
mitocondrial de 49 kDa
(del inglés, mitochondrial
dynamic protein of 49
kDa)

proteina de dinamica
mitocondrial de 51 kDa
(del inglés, mitochondrial
dynamic protein of 51
kDa)

membrana mitocondrial
externa

mtDNA

Myod1

N-Myc

NAD*

NADH

NADP*

NADPH

Ndufs3

membrana mitocondrial
interna

DNA mitocondrial (del
inglés, mitochondrial
DNA)

proteina 1 de
diferenciacién miogénica
(del inglés, myogenic
differentiation protein 1)

factor transcripcional de
neuroblastoma homdélogo
al oncogén v-Myc de la
mielocitomatosis viral
aviar (del inglés, v-Myc
avian myelocytomatosis
viral oncogen
neuroblastoma)

dinucledtido oxidado de
nicotinamida y adenina
(del inglés, oxidized
nicotinamide adenine
dinucleotide)

dinucledtido reducido de
nicotinamida y adenina
(del inglés, reduced
nicotinamide adenine
dinucleotide)

dinucledtido fosfato
oxidado de nicotinamida
y adenina (del inglés,
oxidized nicotinamide
adenine dinucleotide
phosphate)

dinucledtido fosfato
reducido de nicotinamida
y adenina (del inglés,
reduced nicotinamide
adenine dinucleotide
phosphate)

proteina 3 de hierro-
azufre deshidrogenasa
de NADH (del inglés,
NADH dehydrogenase
iron-sulfur protein 3)



Nf-kb

Nrf1

Nrf2

Nurd

OCR

Oct4

Opa1t

OSKM

OSK

OXPHOS

p21

p27

factor nuclear
potenciador de las
cadenas ligeras kappa de
las células B activadas
(del inglés, nuclear factor
kappa-light-chain-
enhancer of activated B
cells)

factor respiratorio nuclear
1 (del inglés, nuclear
respiratory factor 1)

factor respiratorio nuclear
2 (del inglés, nuclear
respiratory factor 2)

complejo desacetilasa y
remodelador del
nucleosoma (del inglés,
nucleosome remodeling
and deacetylase
complex)

tasa de consumo de
oxigeno (del inglés,
oxygen consumption
rate)

factor transcripcional 4
de unién a octameros
(del inglés, octamer-
binding transcription
factor 4)

proteina 1 de la atrofia
Optica

coctel de Yamanaka con
los 4 factores de

transcripcion Oct4, Sox2,
KIf4 y c-Myc

coctel de Yamanaka con
los 3 factores de
transcripcion Oct4, Sox2
y KiIf4

fosforilacion oxidativa
(del inglés, oxidative
phosphorylation)

proteina de tumores de
21 kDa (del inglés, tumor
protein of 21 kDa)

proteina de tumores de
27 kDa (del inglés, tumor
protein of 27 kDa)

vi

p53

PBS

PC

PCC

Pdh

Pdhe1a

Pdk

PE

PEI
Pfk

PG

PGC

proteina de tumores de
53 kDa (del inglés, tumor
protein of 63 kDa)

tampdn fosfato salino
(del inglés, phosphate
buffered saline)

fosfatidilcolinas (del
inglés,
phophatidylcholines)

coeficiente de correlacion
de Pearson (del inglés,
Pearson’s correlation
coefficient)

deshidrogenasa del
piruvato (del inglés,
pyruvate dehydrogenase)

subunidad e1 alfa de la
deshidrogenasa del
piruvato (del inglés,
pyruvate dehydrogenase
subunit e1 alpha)

quinasa de la
deshidrogenasa del
piruvato (del inglés,
pyruvate dehydrogenase
kinase)

fosfatidiletanolaminas
(del inglés,
phophatidylethanolami-
nes)

polietilenimina

fosfofructoquinasa (del
inglés,
phosphofructokinase)

fosfatidilgliceroles (del
inglés,
phophatidylglycerols)
células primordiales

germinales (del inglés,
primordial germ cells)



Pgcla

Pir
Pi3k

Pk

Pka

Pkcd

Pkm1/2

Pkm2

PMA

Pou5f1

PPP

Pten

coactivador 1 alfa del
receptor gamma
peroxisomal activado por
proliferacion (del inglés,
peroxisome proliferative
activated-receptor
gamma coactivator 1
alpha)

piruvato

quinasa del
fosfatidilinositol-3 (del
inglés,
phosphoinositide-3
kinase)

quinasa del piruvato (del
inglés, pyruvate kinase)

quinasa de proteinas A
(del inglés, protein kinase
A)

quinasa de proteinas C
delta (del inglés, protein
kinase C delta)

quinasas 1y 2 del
piruvato del musculo (del
inglés, pyruvate kinases
of muscle 1 and 2)

quinasa 2 del piruvato del
musculo (del inglés,
pyruvate kinase of
muscle 2)

chip de proteinas (del
inglés, protein
microarray)

factor transcripcional 1
de dominio POU clase 5
(del inglés, POU domain
class 5 transcription
factor 1)

ruta de las pentosas
fosfato (del inglés,
pentose phosphate
pathway)

proteina homéloga a
fosfatasa y tensina (del
inglés, phosphatase and
tensin homolog)

Vii

gPCR

R5P

Raf

RalA

Ralbp1

Ras

Rex1

RMN

RNA

Rockl

ROS

Sall4

reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa o
a tiempo real (del inglés,
quantitative polymerase
chain reaction)

ribosa-5-fosfato (del
inglés, ribose-5-
phosphate)

quinasa homoéloga al
oncogén viral v-Raf de la
leucemia murina (del
inglés, v-Raf murine
leukemia viral oncogene
homolog)

proteina A unida a GTP
relacionada con Ras (del
inglés, Ras related GTP
binding protein A)

proteina 1 de union a
RalA (del inglés, RalA
binding protein 1)

proteina homéloga al
oncogén del sarcoma
viral de rata (del inglés,
rat sarcoma viral
oncogen homolog)

proteina 1 de expresién
reducida (del inglés,
reduced expression
protein 1)

resonancia magnética
nuclear

acido ribonucleico (del
inglés, ribonucleic acid)

quinasa de proteinas |
asociada a Rho (del
inglés, Rho-associated
protein kinase )

especies reactivas del
oxigeno (del inglés,
reactive oxygen species)

factor transcripcional 4
tipo Spalt (del inglés,
Spalt-like transcription
factor 4)



SCNT

Sdha

SDS-PAGE

SEM

shRNA

siRNA

SM

Sma

Sox1

Sox2

Sox3

SRY

transferencia nuclear de
células somaticas (del
inglés, somatic cell
nuclear transfer)

subunidad a del complejo
deshidrogenasa del
succinato (del inglés,
succinate dehydrogenase
complex subunit a)

electroforesis en gel de
poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (del
inglés, sodium dodecyl!
sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis)

error estandar de la
media (del inglés,
standard error of the
mean)

RNA de horquillas cortas
(del inglés, short hairpin
RNA)

RNA pequerios de
interferencia (del inglés,
small interfering RNAS)

esfingomielinas (del
inglés, sphingomyelins)

actina del musculo liso
(del inglés, smooth
muscle actin)

factor transcripcional 1
de unién a cajas SRY
(del inglés, SRY-box
protein 1)

factor transcripcional 2
de union a cajas SRY
(del inglés, SRY-box
protein 2)

factor transcripcional 3
de unién a cajas SRY
(del inglés, SRY-box
protein 3)

region Y de
determinacion del sexo
(del inglés, sex
determining region Y)

viii

SSC

SSEA1

Stat3

TBST

Tbx3

Tcf3

TEM

Thy1

Tom20

Tom40

Ucp2

Ugcrc2

dispersion lateral (del
inglés, side scatter)

antigeno 1 especifico de
la etapa embrionaria (del
inglés, stage-specific
embryonic antigen 1)

transductor de sefal y
activador de transcripcion
3 (del inglés, signal
transducer and activator
of transcription 3)

tampon salino Tris con
Tween-20 (del inglés,
Tris-buffered saline with
Tween-20)

factor transcripcional 3
de caja T (del inglés, T-
box transcription factor 3)

factor transcripcional 3
(del inglés, transcription
factor 3)

microscopia electronica
de transmision (del
inglés, transmission
electron microscopy)

antigeno 1 de timocitos
(del inglés, thymocytes
antigen 1)

translocasa de
membrana externa de 20
kDa (del inglés,
translocase of outer
membrane of 20 kDa)

translocasa de
membrana externa de 40
kDa (del inglés,
translocase of outer
membrane of 40 kDa)

proteina desacoplante 2
(del inglés, uncoupling
protein 2)

proteina 2 del nucleo de
la reductasa ubiquitinol-
citocromo c (del inglés,
ubiquinol-cytochrome ¢
reductase core protein 2)



Waf1

wB

WT

Zic1

fragmento 1 activado por
p53 silvestre (del inglés,
wild-type p53-activated
fragment 1)

inmunodeteccion de
proteinas (del inglés,
western blotting)

tipo silvestre (del inglés,
wild type)

factor transcripcional 1
de dedos de zinc (del
inglés, zinc-finger protein
1)
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Abstract

Cell reprogramming is a cellular restructuring process of somatic cell fate into a
pluripotent state similar to that of embryonic stem cells. Given the significant
differences between both states, this transformation is associated with a profound
reorganization of the cellular phenotype at all levels. To do this, somatic cells must
overcome many cellular and molecular barriers along the process. Both cellular states
show differences in the mitochondrial morphology and cell metabolism: somatic cells
have to modify their mitochondrial network, from a tubular to a fragmented morphology,
and reconvert their metabolism, from an oxidative to a glycolytic state. This doctoral
dissertation reveals that the mitochondrial and metabolic reorganization is an early
barrier that cells must overcome to reach the pluripotent state. It is shown that cell
reprogramming-induced mitochondrial fission is dependent on an early Drp1-S579
phosphorylation by Erk1/2 and Cdk1 kinases in a c-Myc-dependent manner.
Simultaneously, Erk1/2 activation is dependent on downregulation of Dusp6 by
expresion of Oct4, Sox2, KIf4 and c-Myc. Data shown here suggest that c-Myc
orchestrate the metabolic change during this cellular reconversion. Thus, c-Myc
promotes aerobic glycolysis by inducing the expression of glycolytic enzymes and
inhibiting oxidative phosphorylation by upregulation of Afpif1. In parallel, c-Myc also
activates both pentose phosphate pathway and de novo fatty acid biosynthesis, two
anabolic pathways that support the macromolecular synthesis necessary for cell
proliferation. During this metabolic switch, a remodeling of lipid content takes place in a
c-Myc-dependent manner. Overall, these data suggest significant similarities between
the stochastic phase of cell reprogramming and the early events that lead to tumor
development.
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1. Pluripotencia celular
1.1. Concepto de célula madre

Las células madre son un tipo particular de células capaces de autorrenovarse y
diferenciarse. La autorrenovacién es la capacidad de dar lugar a copias exactas de si
mismas; pudiendo ser de dos tipos: simétrica, donde la division celular genera dos
células hijas con propiedades idénticas a las de su progenitora, o asimétrica, donde
una division desigual genera una copia idéntica a la progenitora y otra comprometida
con su diferenciacion. La diferenciacion es el proceso de cambio en el fenotipo celular
como consecuencia de la activacién de un patron de expresion génica especifico que
finaliza con la adquisicion de una funcionalidad celular concreta (Morrison et al., 1997;
Potten and Loeffler, 1990).

Las células madre pueden ser clasificadas segun su capacidad de diferenciarse
en uno o varios tipos de celulares. Asi, sélo el cigoto y los blastdmeros generados en
las dos primeras divisiones del desarrollo poseen la capacidad de generar un individuo
completo: tejidos embrionarios y extraembrionarios. Son totipotentes (Kelly, 1977). Los
blastdmeros generan dos tipos celulares distintos: el trofoblasto y la masa celular
interna o ICM (del inglés, inner cell mass). Ambos conforman el blastocisto. El
trofoblasto permite la implantacion del embrion en el endometrio materno y genera los
tejidos extraembrionarios (placenta). La ICM genera dos nuevas estructuras: el
hipoblasto, un segundo linaje extraembrionario que da lugar al saco vitelino, y el
epiblasto pluripotente, que genera todos los tejidos embrionarios de las tres capas
germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo (Gardner, 1998; Gardner and
Beddington, 1988; Kaji et al., 2007; Odorico et al., 2001). A partir del epiblasto se
derivan las células madres embrionarias o ESC (del inglés, embryonic stem cells). Tras
la implantacion del blastocisto, las células van perdiendo gradualmente su
pluripotencialidad y se van diferenciando hasta alcanzar el estado somatico funcional
de los tejidos especializados o formar las gonadas. Inmediatamente después de la
implantacién, todavia se pueden obtener del embrion las denominadas células madre
del epiblasto o EpiSC (del inglés, epiblast stem cell). Las EpiSC son células madre
similares a las ESC que han perdido cierta pluripotencia y no participan en la
generacién de todos los tejidos cuando se utilizan en ensayos de quimerismo en
ratones (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Las células madre también se
encuentran en los tejidos adultos del organismo; son las denominadas células madre
adultas. Este tipo de células madre so6lo son capaces de generar un reducido numero
de tipos celulares especificos de su linaje celular para regenerar y renovar
permanentemente los tejidos. Son multipotentes o unipotentes dependiendo de su
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capacidad de diferenciacion (Alison and Islam, 2009). Las condiciones ambientales o
nichos en estos tejidos son muy importantes para garantizar la autorrenovacién de las
células madre adultas y, por tanto, la homeostasis tisular. Tras la diferenciacion
terminal, las células han perdido todo su potencial de desarrollo (Fig. 1).

DESARROLLO EMBRIONARIOMURINO
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Figura 1. Células madre y su potencialidad a lo largo del desarrollo embrionario. Representacién
gréfica de los distintos estadios del desarrollo embrionario del ratdén. Sdélo el cigoto y los blastémeros
generados en las dos primeras divisiones del desarrollo poseen la capacidad de generar un individuo
completo: tejidos embrionarios y extraembrionarios. Son totipotentes. Los blastomeros generan dos tipos
celulares distintos: el trofoblasto y la masa celular interna. La ICM genera dos nuevas estructuras: el
hipoblasto, un segundo linaje extraembrionario que genera el saco vitelino, y el epiblasto pluripotente, que
genera los tejidos embrionarios de las tres capas germinales. A partir del epiblasto se derivan las células
madres embrionarias. Tras la implantacién, se pueden obtener las células madre del epiblasto, células
madre que ya han perdido cierta pluripotencia. EI embrién contiene células primordiales germinales o
PGC que pueden transformarse en células madre pluripotentes, denominadas células embrionales
germinales. Las células madre adultas se encuentran en los tejidos adultos del organismo.

1.2. Células madre embrionarias

El desarrollo de las células madre embrionarias surge a raiz del estudio de unas
particulares estructuras tumorales denominadas teratocarcinomas. El teratocarcinoma
es un tumor de origen germinal que contiene en su interior regiones celulares
completamente diferenciadas, pero también células indiferenciadas. Estas células, que
tienen la capacidad de autorrenovarse y de propagar este tipo de tumores, se
denominan células de carcinoma embrionario (Kleinsmith and Pierce, 1964; Stevens
and Little, 1954). Este tipo de células exhiben una morfologia similar a la de las células
presentes en la ICM, pueden ser expandidas como lineas celulares y muestran una
elevada flexibilidad para producir tejidos de todos los linajes somaticos (Finch and
Ephrussi, 1967; Kahan and Ephrussi, 1970; Stevens, 1968). Martin Evans y Gail Martin
establecieron las condiciones de cultivo adecuadas para controlar y preservar la
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pluripotencia de este tipo particular de células (Martin, 1975; Martin and Evans, 1975),
sin embargo, la pluripotencia de estas células nunca llegd a ser completa debido a las
aneuploidias cromosomicas que suelen presentar (Bradley et al., 1984; Brinster, 1974;
Martin, 1980). El estudio del comportamiento de estas células en cultivo permitié a
Evans y Martin derivar por primera vez células madre embrionarias en 1981 (Evans
and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Diez afios mas tarde, se demostré que, en
condiciones de cultivo especificas, las células primordiales germinales o PGC (del
inglés, primordial germ cells) del embrién de ratén pueden transformarse en células
madre pluripotentes, denominadas células embrionales germinales, indistinguibles de
las células madre embrionarias (Matsui et al., 1992; Resnick et al., 1992) (Fig. 1).

Las ESC son el tipo de célula madre con mayor pluripotencia que se haya podido
cultivar in vitro de forma indefinida sin perder sus atributos funcionales: son las unicas
capaces de producir embriones durante la complementacion tetraploide (Eggan et al.,
2001; Nagy et al., 1990). La complementacion tetraploide consiste en la inyeccion de
ESC en un blastocisto cuyas células de la ICM se han manipulado para ser
tetraploides. Esto se consigue mediante la fusion de los blastomeros en el estadio de
desarrollo de dos células. Este tipo de células tetraploides no son capaces de formar
tejidos embrionarios, pero si extraembrionarios. Tras la inyeccién de las nuevas ESC
sobre la ICM tetraploide, todos los tejidos del embrion en desarrollo se generaran
exclusivamente a partir de estas nuevas células, siempre y cuando posean el
suficiente potencial de desarrollo.

El caracter pluripotente de las células madre embrionarias o ESC hace de éstas
una herramienta formidable para: 1) el estudio del desarrollo embrionario (Spagnoli
and Hemmati-Brivanlou, 2006), 2) la generacion de animales modificados
genéticamente (Robertson et al., 1986; Thompson et al., 1989), 3) el establecimiento
de modelos in vitro de enfermedades de origen genético (Di Giorgio et al., 2007) y 4) el
abordaje de nuevas terapias de regeneracion en el campo de la biomedicina (Keller,
2005).

1.3. Rutas de senalizaciéon en el mantenimiento de la pluripotencia

Las células madre embrionarias necesitan unas condiciones tréficas
determinadas para mantener su pluripotencia: contactos célula-célula y factores
troficos que inhiben la diferenciacién (Martin and Evans, 1975; Smith and Hooper,
1987). El factor inhibidor de la leucemia o Lif (del inglés, leukemia inhibitory factor) es
el principal factor que garantiza la autorrenovacion de las ESC murinas en cultivo
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(Smith et al., 1988; Williams et al.,, 1988). Lif se une a su receptor heterodimérico
formado por el receptor de Lif o Lifr (del inglés, leukemia inhibitory factor receptor) y la
glucoproteina 130 o Gp130, y transmite la sefal a través de las quinasas de proteinas
Janus o Jak (del inglés, Janus protein kinases). Las quinasas Jak activan tres rutas de
sefalizacion diferentes: la ruta Jak/Stat3, la ruta Pi3k/Akt y la ruta MAPK/Erk1/2.
(Ohtsuka et al., 2015) (Fig. 2).

El transductor de senal y activador de la transcripcion 3 o Stat3 (del inglés, signal
transducer and activator of transcription 3) es el principal efector de la autorrenovacion
dependiente de Lif (Boeuf et al., 1997; Matsuda et al., 1999; Niwa et al., 1998). La
sefalizacién por Lif induce el reclutamiento de Stat3 hacia el receptor y su activacion
mediante fosforilacién directa de Jak. Stat3 fosforilado dimeriza, y los homodimeros
son transportados al nucleo para activar el programa transcripcional que mantiene la
pluripotencia (Ohtsuka et al., 2015) (Fig. 2).

La sefalizacién a través de la quinasa del fosfatidilinositol-3 o Pi3k (del inglés,
phosphoinositide-3 kinase) y su efector, la quinasa homologa al oncogén viral v-Akt del
timoma murino o Akt (del inglés, v-Akt murine thymoma viral oncogene homolog), es
necesaria para la activacion del ciclo celular en ESC y la expresion de factores de
transcripcién, como Nanog (Niwa et al., 2009). El supresor de tumores homodlogo a
fosfatasa y tensina o Pten (del inglés, phosphatase and tensin homolog) es un
antagonista de la actividad Pi3k. Asi, en ausencia de Pten, las ESC presentan una
mayor viabilidad y tasa de proliferacién (Ohtsuka et al., 2015) (Fig. 2).

La sefalizacion a través de las quinasas de proteinas 1 y 2 reguladas por
sefalizacién extracelular o Erk1/2 (del inglés, extracellular signal-requlated protein
kinases 1 and 2), sin embargo, no es necesaria para la autorrenovacion de las ESC
murinas. Mas al contrario, su activacion es el principal antagonista de la
autorrenovacién de estas células (Burdon et al., 1999; Kunath et al., 2007; Tee et al.,
2014). En ausencia de sefiales externas que induzcan diferenciacion, existe un
programa paracrino auténomo de diferenciacién en ESC a través de la senalizacion
por el factor 4 de crecimiento de fibroblastos o Fgf4 (del inglés, fibroblast growth factor
4). Las ESC producen cantidades apreciables de Fgf4 y, a diferencia de las células del
epiblasto, expresan su correspondiente receptor (Guo et al., 2010), el receptor 2 del
factor de crecimiento de fibroblastos o Fgfr2 (del inglés, fibroblast growth factor
receptor 2). Fgf4 es el mayor activador de la ruta Erk1/2 en ESC. Erk1/2 pertenecen a
la familia de las quinasas de proteinas activadas por mitégenos o MAPK (del inglés,
mitogen-activated protein kinases). Las MAPK son quinasas de residuos de serina y/o
treonina que participan en una gran variedad de procesos celulares, como
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proliferacion, diferenciacion celular, supervivencia, etc. La activacion de la ruta de
MAPK depende del balance entre su fosforilacion por quinasas activadoras y su
desfosforilacion por fosfatasas de proteinas. La familia de las fosfatasas de proteinas
de especificad dual o DUSP (del inglés, dual specificity phosphatases) es una de las
mas importantes en el control de Erk1/2 (Caunt and Keyse, 2013; Nunes-Xavier et al.,
2013). Erk1/2 hace efectiva la sefial extracelular mediante la fosforilacion de diferentes
sustratos, incluyendo factores de transcripcion, quinasas de proteinas y fosfatasas de
proteinas, entre otros factores (Roskoski, 2012). La activacion de esta cascada induce
el compromiso celular de las ESC con su diferenciacion. Durante el desarrollo
embrionario, esta ruta es crucial para la formacién del epiblasto e hipoblasto a partir de
la ICM. Dado que la sefalizacién por Lif también puede activar esta ruta (Ohtsuka et
al., 2015), inhibidores especificos de las quinasas 1 y 2 de MAPK/Erk o Mek1/2 (del
inglés, MAPK/Erk kinases 1 and 2) habilitan una aproximacién quimica y controlada
del cultivo in vitro de las ESC. El uso de este tipo de inhibidores en combinacion con
Lif permite un mantenimiento robusto de la autorrenovacion de las ESC murinas (Ying
et al., 2008) (Fig. 2).

La quinasa 3 de la sintasa del glucogeno o Gsk3 (del inglés, glycogen synthase
kinase 3), es otro antagonista de la autorrenovaciéon de las ESC (Anton et al., 2007;
Doble et al., 2007; Li et al., 2012b; Sato et al., 2004). La sefializacion por Lif parece
favorecer su inhibicion a través de Akt (Paling et al., 2004). La Gsk3 es un regulador
negativo de la ruta Wnt/Catenina B (Clevers, 2006): Gsk3 fosforila a Catenina J3,
siendo ésta degradada por el proteasoma. La inhibicion de Gsk3 hace que Catenina 3
se acumule en el nucleo de las ESC secuestrando al factor transcripcional 3 o Tcf3 (del
inglés, transcription factor 3). Tcf3 reprime un nimero importante de genes clave para
el mantenimiento de la pluripotencia (Wray et al., 2011). Gsk3 también regula
negativamente al factor transcripcional celular homoélogo al oncogén v-Myc de la
mielocitomatosis viral aviar o c-Myc (del inglés, v-Myc avian myelocytomatosis viral
oncogen cellular homolog) (Cartwright et al., 2005), que participa en la autorrenovacion
y proliferacion de las ESC (ver mas adelante). De forma similar a la inhibicion de
Mek1/2, la inhibicién quimica de Gsk3 en presencia de Lif favorece la autorrenovacion
de las ESC murinas (Fig. 2).

Sin embargo, la sefalizacion por Lif no es suficiente. En ausencia de suero, las
ESC contindan proliferando pero pierden sus caracteristicas de células madre,
diferenciandose finalmente a precursores neurales (Ying et al., 2003b). Las proteinas
morfogenéticas del huesos o BMP (del inglés, bone morphogenetic protein) es un
potente antagonista de la especificacion neural y puede sustituir el efecto del suero y

11
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favorecer la autorrenovacién en presencia de Lif (Morikawa et al., 2016; Ying et al.,
2003a). Sin embargo, dado que la sefializacién por Bmp participa en procesos de
diferenciacion no neuronales (Torres et al., 2012; Wiles and Johansson, 1999), su
utilizacién en el mantenimiento rutinario de la autorrenovaciéon de las ESC ha sido
descartado. Asi, ambos, Lif y el suero, actian como antagonistas de la diferenciacion,
garantizando la autorrenovacion de las ESC murinas en cultivo.

5

2i

/~ @ygo
Degradacién
proteolitica

~———~

Nducleo transcripcional de la pluripotencia
Autorrenovacion
Proliferacién celular

Figura 2. Rutas de sefalizacion en el mantenimiento de la pluripotencia. El factor inhibidor de la
leucemia o Lif activa las rutas Jak/Stat3, Pi3k/Akt y MAPK/Erk1/2. Stat3 y Akt participan en el
mantenimiento de la autorrenovacion y la proliferacién celular de las ESC. La activacion de la ruta Erk1/2
a través de Fgf4 es el principal antagonista de la autorrenovacion de las ESC, comprometiendo a la célula
hacia la diferenciacién. La inhibicion quimica de Mek1/2 y Gsk3 (2i) en presencia de Lif favorece la
autorrenovacion de las ESC. Raf, quinasa homoéloga al oncogén viral v-Raf de la leucemia murina (del
inglés, v-Raf murine leukemia viral oncogene homolog); Ras, proteina homologa al oncogén viral del
sarcoma de rata (del inglés, rat sarcoma viral oncogene homolog).

1.4. Estados de pluripotencia en ESC

La funcion de las células madre en el organismo adulto es mantener la
homeostasis tisular en condiciones normales o patolégicas mediante los procesos de
autorrenovacion y diferenciaciéon. Sin embargo, debido a que el desarrollo embrionario
es un proceso dinamico y la ICM una poblacion transitoria, se desconoce si existe un
significado fisiolégico al proceso de autorrenovacion observado en las ESC en cultivo.

12
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De hecho, la existencia de un equivalente de las ESC en la ICM todavia es
controvertida (Martello and Smith, 2014).

La combinaciéon de los inhibidores de Mek1/2 y Gsk3 (2i) con Lif permite un
mantenimiento sencillo y controlado de las ESC in vitro (Ying et al., 2008). Este
sistema ha permitido generar genuinas ESC de estirpes de ratén y primates no
humanos que antes eran refractarias a su derivacion (Buehr et al., 2008; Izpisua
Belmonte et al., 2015; Li et al., 2008; Nichols et al., 2009a). Las ESC cultivadas con Lif
y los factores troficos del suero se caracterizan por ser una poblacidén celular
heterogénea en ciclos constantes de renovacion y diferenciacion (Ying et al., 2008). El
cultivo de las ESC en 2i mas Lif genera una poblaciéon celular homogénea e
indiferenciada. Se trata de una captura in vitro del estado pluripotente del epiblasto
embrionario antes de la implantacién (Fig. 3), denominado estado naif de pluripotencia
(Silva and Smith, 2008; Ying et al., 2008).

El estado naif presenta importantes diferencias con la situaciéon anterior,
denominado estado condicionado': 1) molecularmente, las células del estado naif
presentan mas similitudes a las células del epiblasto temprano de la ICM (Nichols et
al., 2009b; Nichols and Smith, 2009), mientras que las células del estado condicionado
se asemejan a las células del epiblasto post-implantacion (EpiSC) (Brons et al., 2007;
Tesar et al., 2007); 2) la dinamica mitocondrial y el metabolismo en ambos estados es
diferente (Zhou et al., 2012); 3) la red transcripcional que controla la pluripotencia es
similar en cuanto a los factores participantes, pero diferente en cuanto a las relaciones
entre ellos (Dunn et al., 2014; Silva et al., 2009); y 4) el patrén epigenético en ambos
estados es completamente distinto (Marks et al., 2012). En resumen, frente al estado
naif, el estado condicionado es un estado metaestable comprometido con la
diferenciacion, disponiendo y preparando toda su maquinaria celular hacia el destino
celular subsiguiente. Este compromiso celular se adquiere desde el estado naif
(epiblasto pluripotente) a través de la sefalizacién por Fgf/Erk, de ahi que su bloqueo
con 2i permita capturar a las ESC en dicho estado de pluripotencia. Una vez se
alcanza el estado condicionado, la sefalizacion por Fgf/Erk se vuelve crucial en el
mantenimiento de la pluripotencia de estas células (Brons et al., 2007; Tesar et al.,
2007) (Fig. 3).

1 Esta distincién entre ambos estados ha venido aplicandose al campo de las ESC murinas. Las ESC
humanas obtenidas presentan mayores similitudes a las EpiSC (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007),
aunque se les sigue denominando ESC. Recientemente, se han publicado diversos trabajos en los que se
describen nuevos sistemas para adquirir la pluripotencia naif en ESC humanas (Gafni et al., 2013; Guo et
al., 2016; Ware et al., 2014).
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Figura 3. Estados naif y condicionado de pluripotencia celular. Las células en el estado naif
presentan importantes diferencias con las células en el estado condicionado. Las células del estado naif
presentan mas similitudes a las células del epiblasto temprano de la ICM, mientras que las células del
estado condicionado se asemejan a las células del epiblasto post-implantacion (EpiSC). Este compromiso
se adquiere desde el estado naif a través de la sefalizacién por Fgf/Erk. Su bloqueo in vitro permite
capturar a las ESC en dicho estado de pluripotencia. La sefalizacion por Fgf/Erk pasa a ser crucial para
mantener la pluripotencia de las células en el estado condicionado. Las flechas indican la capacidad o no
para derivar células en los estados de pluripotencia naif y/o condicionado. Adaptado de Plusa and
Hadjantonakis, 2014.

1.5. Control transcripcional de la pluripotencia

Histéricamente, los factores transcripcionales implicados en el mantenimiento de
la pluripotencia se han identificado por su expresion especifica en ESC o en
embriones tempranos (Mitsui et al., 2003; Okamoto et al., 1990; Scholer et al., 1990), o
a través de cribados genéticos (Chambers et al., 2003; lvanova et al., 2006).

El factor transcripcional 4 de uniéon a octameros u Oct4 (del inglés, octamer-
binding transcrption factor 4) , también conocido como Pou5f1 (del inglés, POU domain
class 5 transcription factor 1) fue el primer factor identificado y caracterizado como
regulador de la pluripotencia (Okamoto et al., 1990; Scholer et al., 1990). Oct4 se
expresa en el oocito y la ICM, tanto en el epiblasto como en el hipoblasto temprano,
extendiendo su expresion después de la implantacién (Nichols et al., 2009b). Durante
el estado postnatal y adulto, mantiene su expresion en la linea germinal. La deleccion
de Oct4 implica anomalias durante el desarrollo temprano y pérdida de la pluripotencia
en ESC en cultivo. Pese a considerarse el factor central de la pluripotencia, la
expresion de Oct4 ni consolida ni aumenta la autorrenovacion de las ESC, mas al
contrario, induce diferenciacion a diversos linajes (Niwa et al., 2000). EI mantenimiento
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de la expresion de Oct4 tras la implantacion del embrion sugiere que este factor juega
algun papel durante el compromiso del linaje de las ESC (Osorno et al., 2012;
Thomson et al., 2011).

El factor transcripcional 2 de union a cajas SRY o Sox2 (del inglés, SRY-box
protein 2) es también esencial en el mantenimiento de la pluripotencia. Su inactivacién
en ESC induce la formacién del trofoblasto (Masui et al., 2007). Sox2 interacciona
fisicamente con Oct4, uniéndose al DNA de forma conjunta en regiones Oct/Sox
(Ambrosetti et al., 1997; Chen et al., 2008). A diferencia de Oct4, Sox2 posee una
expresiéon mas extendida en el organismo. Se expresa en todo el tejido
neuroectodérmico y en algunos tejidos endodérmicos y epiteliales (Kopp et al., 2008;
Zhao et al., 2004).

El factor transcripcional Nanog es otro de los factores importantes que gobiernan
la pluripotencia de las ESC (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003; Torres and
Watt, 2008). La expresion de Nanog esta mucho mas restringida que la de Oct4 o
Sox2. Se expresa exclusivamente en la moérula y la ICM, desapareciendo en el
trofoblasto. Concretamente, la proteina Nanog en la ICM, junto con el factor
transcripcional 6 de unién a cajas GATA o Gata6 (del inglés, GATA binding protein 6),
dirige la formacioén del epiblasto e hipoblasto a través del control de la ruta Fgf/Fgfr/Erk
(modelo salt-and-pepper, Fig. 4): las células que expresan Nanog reprimen Gata6 y se
convierten en células del epiblasto, y las células que expresan Gata6 reprimen Nanog
y se convierten en células del hipoblasto (Bessonnard et al., 2014; Schrode et al.,
2014; Silva et al., 2009). Este sistema sufre una retroalimetnacion a través de la ruta
Fgf/Fgfr: Nanog induce la expresion de Fgf4, pero no de Fgfr, en el epiblasto, mientras
que Gata6 induce la expresion de Fgfr, pero no de Fgf4, en el hipoblasto (Fig. 4). Tras
la implantacion, la expresion de Nanog se reduce drasticamente. Esta expresion
restringida a estas fases del desarrollo embrionario ha hecho de Nanog un gran
marcador del estado naif de pluripotencia (Okita et al., 2007; Silva et al., 2009; Silva
and Smith, 2008). La sobreexpresion de Nanog permite el mantenimiento de la
pluripotencia en ausencia de Lif (Chambers et al., 2003), en colaboraciéon con Stat3 e
inhibiendo al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas o Nf-kb (del inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) (Torres and Watt, 2008). La pérdida de Nanog desestabiliza el cultivo de las ESC
(Chambers et al., 2007) y la formacién del epiblasto (Mitsui et al., 2003; Silva et al.,
2009). Sin embargo, su ausencia no afecta a la autorrenovacion de las ESC en
condiciones 2i/Lif, sugiriendo que Nanog es sélo la puerta hacia el estado naif de
pluripotencia (Silva et al., 2009).
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Modelo ICM ® Células ICM temprana Figura 4. Especificacion del epiblasto e hipoblasto en el
salt-and-pepper @ cglulas epiblasto modelo salt-and-pepper de la ICM (Chazaud et al., 2006).
= @ Células hipoblasto En la ICM temprana (morado), las células que expresan
Nanog reprimen Gata6 y se convierten en células del

‘t“oct4 Nanog Gata6 | epiblasto (rosa), y las células que expresan Gata6 reprimen
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T ~— T A sistema. Tras la implantacion, la expresion de Nanog se
fO°t4 Nanog Gata6 reduce drasticamente. Adaptado de Schrode et al., 2014.

La idea de que Oct4, Sox2 y Nanog conforman el nucleo transcripcional del
control de la pluripotencia esta ampliamente aceptada (Martello and Smith, 2014; Silva
and Smith, 2008). Grosso modo, estos tres factores se encargarian de reprimir los
genes asociados a la diferenciacion y de activar los asociados a la pluripotencia (Boyer
et al.,, 2005; Loh et al.,, 2006). La represion génica en las ESC a través de estos
factores esta asociada a los complejos modificadores de cromatina, como el complejo
desacetilasa y remodelador del nucleosoma o NuRD (del inglés, nucleosome
remodeling and deacetylase complex) (Kaji et al., 2006) o el complejo Polycomb
(Boyer et al., 2005), que desacetilan y metilan las histonas, respectivamente, para
garantizar el silenciamiento génico. Asi, la principal sefalizacién para la adquisicién del
estado comprometido de pluripotencia, Fgf/Erk, esta estrechamente relacionada con
estos tres factores: Fgf4 esta directamente regulado por Oct4 y Sox2 en las ESC y en
el embrién, y el eje Fgf/Erk regula negativamente la expresion de Nanog (Ambrosetti et
al., 1997; Bessonnard et al., 2014; Nichols et al., 1998; Schrode et al., 2014; Silva et
al., 2009). Los tres factores poseen una regulacién entrecruzada, activandose a si
mismos y al resto (Kashyap et al.,, 2009; Masui et al., 2007; Young, 2011), excepto
Nanog que se autorregula negativamente (Navarro et al., 2012). Curiosamente, el 90%
de los promotores ocupados por OCT4 y SOX2 estan también ocupados por NANOG
en las ESC humanas (Boyer et al., 2005). Las diferentes propiedades de estos tres
factores: 1) la extensa expresion en el organismo de Sox2, 2) la induccion de
diferenciacién por parte de la sobreexpresion de Oct4, 3) el mantenimiento del estado
naif en ausencia de Nanog, o 4) el hecho de que los tres factores se expresen también
en las EpiSC, induce a sugerir que su expresion esta rigurosamente regulada en las
ESC para garantizar un correcto mantenimiento de la pluripotencia en el estado naif

(Fig. 5).
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Otros factores importantes en el control de la pluripotencia son los factores
transcripcionales 2 y 4 tipo Kriippel o KIf2/4 (del inglés, Kriippel-like factor 2 and 4), el
receptor beta relacionado con el estrogeno o Esrrb (del inglés, estrogen-related
receptor beta), el factor transcripcional 4 tipo Spalt o Sall4 (del inglés, Spalt-like
transcription factor 4), el factor transcripcional 3 de caja T o Tbx3 (del inglés, T-box
transcription factor 3) (Nichols and Smith, 2012). Asi, por ejemplo, KIf4 induce la
expresion de Nanog al reprimir la expresion de la proteina de tumores de 53 kDa o p53
(del inglés, tumor protein of 563 kDa) (Rowland et al., 2005), un regulador negativo de
Nanog (Lin et al., 2005), favoreciendo la adquisicién del estado naif de pluripotencia
desde el estado condicionado (Guo et al., 2009) (Fig. 5); o Esrrb, regulado por Nanog,
puede sustituir a éste durante el control de la pluripotencia (Festuccia et al., 2012). En
el estado naif de pluripotencia, estos factores transcripcionales, junto a Oct4, Sox2 y
Nanog, estan intimamente relacionados entre si. El uso de la biologia computacional
ha permitido establecer un esquema jerarquico minimo del programa transcripcional
que controla el estado naif de pluripotencia de las ESC, sugiriendo la relacion
transcripcional de los factores y el efecto de las rutas de senalizacién implicadas
(Dunn et al., 2014).

Inhibidores
de Fgfr/Mek

Lif
Erk \
———> Compromiso
Nanog / celular
Bmp
Estado naif Estado condicionado
de pluripotencia de pluripotencia

Figura 5. Control molecular de los estados de pluripotencia. El estado condicionado es un estado
metaestable comprometido con la diferenciacion. Este compromiso se adquiere a través de la
sefializacion por Fgf/Erk. Su bloqueo permite capturar a las ESC en su estado naif de pluripotencia. Lif y
el suero (0 Bmp) actian como antagonistas de la diferenciacién, garantizando la autorrenovacion. La red
transcripcional que controla la pluripotencia es similar en cuanto a los participantes, pero diferente en
cuanto a las relaciones entre ellos: Oct4, Sox2 y Nanog se expresan en ambos estados, sin embargo, su
expresion esta rigurosamente regulada para garantizar estados de pluripotencia diferentes. Klf4 y, en
especial, Nanog actuan como puerta hacia el estado naif de pluripotencia. Adaptado de Silva and Smith,
2008.
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2. Reprogramacion celular
2.1. Reinterpretacién del paisaje de Waddington

A finales del siglo XIX, August Weismann en su obra The Germ-Plasm: A theory
of heredity describio la teoria genética conocida como /la barrera de Weismann
(Weismann, 1893). Esta teoria postulaba que la informacion hereditaria se desplaza
siempre de los genes a las células del organismo, pero nunca al revés. O dicho de otro
modo, desde las células germinales hacia las células somaticas. Como resultado de
esta teoria, a mediados del siglo XX, Conrad Waddington postulé6 un modelo del
desarrollo embrionario, denominado paisaje epigenético o paisaje de Waddington, a
modo de bola que rueda cuesta abajo por un valle (Waddington, 1957), desde lo alto
de la montafia (estado totipotente) hasta el fondo del valle (estado somatico). De
manera similar a la barrera de Weismann, este modelo describe un estado somatico
terminal y permanente debido a las modificaciones epigenéticas que el proceso de
diferenciacion celular impone sobre el genoma de las células (Fig. 6).

A

Figura 6. Diagramas de Conrad Waddington. El paisaje de Waddington postula un modelo del
desarrollo embrionario a modo de bola que rueda cuesta abajo, desde lo alto de la montafia (estado
totipotente) hasta el fondo del valle (estado somatico), postulando un estado somatico terminal y
permanente (diagrama de la izquierda). El caracter terminal y permanente de este estado reside en la
impronta epigenética que el proceso de diferenciacion establece sobre los genes (diagrama de la
derecha). Diagramas originales de la obra de Conrad Waddington The Strategy of the genes: a discussion
of some aspects of theoretical biology (George Allen & Unwin, 1957), de acuerdo con el Articulo 32 del
Real Decreto Legislativo 1/1996 de 12 de Abril, Ley de Propiedad Intelectual.

Sin embargo, la transferencia nuclear de células somaticas o SCNT (del inglés,
somatic cell nuclear transfer), desarrollada en la década de los 50 por Robert Briggs y
Thomas King (Briggs and King, 1952; King and Briggs, 1955), y los experimentos
seminales de Sir John Gurdon (Gurdon, 1962; Gurdon et al., 1975) demostraron que
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las células somaticas de los anfibios retenian la informacién necesaria para producir
un nuevo individuo. Durante la SCNT, el nlcleo de una célula somatica es transferido a
un oocito enucleado, el cual comienza a dividirse y a desarrollar un individuo
genéticamente idéntico al donante de la célula somatica. El gran descubrimiento de
estos experimentos fue demostrar que la impronta epigenética que el desarrollo
impone sobre el genoma es reversible (Fig. 7). La clonacién de la oveja Dolly y otros
mamiferos por SCNT (Wakayama et al., 1998; Wilmut et al., 1997) y la obtencion de
células madre embrionarias de epiblastos generados por SCNT (SCNT-ESC) (Cibelli et
al., 1998; Munsie et al., 2000; Wakayama et al., 2001) extendié esta idea y sus
aplicaciones mas alla de los anfibios a finales del siglo XX (Fig. 7).

En paralelo a los estudios de SCNT, los trabajos de fusion o hibridacion celular
sugirieron conclusiones similares. Asi, la fusion de células somaticas, como timocitos,
con células del carcinoma embrionario inducen su reconversion y la extincion de sus
propiedades somaticas, como por ejemplo, la reactivacién del cromosoma X (Miller
and Ruddle, 1976, 1977; Takagi et al., 1983). Resultados similares se obtuvieron
cuando las células somaticas eran fusionadas con ESC (Cowan et al., 2005; Tada et
al., 2001; Ying et al., 2002). La fusiéon con ESC consigue reorganizar la epigenética de
las células somaticas. Este tipo de células madre tetraploides o 4n llegan a expresar
marcadores clasicos de células madre embrionarias, como Oct4 (Fig. 7).

Todos estos trabajos no sélo asentaron la idea de que la regulacién epigenética
impuesta sobre el genoma de las células somaticas durante el desarrollo es reversible,
sino que demostraron que las células pluripotentes, oocitos en la SCNT o ESC en la
fusion celular, contenian uno o varios factores capaces de reprogramar los nucleos de
las células somaticas. Los estudios posteriores de conversién directa de células
somaticas o transdiferenciacion gracias a la expresion de factores de transcripcion
hizo que se asociara esta funcion de “reprogramacion celular’ a este tipo de proteinas
(Fig. 7). Se demostré que la expresion de la proteina 1 de diferenciacién miogénica o
Myod1 (del inglés, myogenic differentiation protein 1) en fibroblastos induce la
formacion de fibras musculares (Davis et al., 1987), que la expresion ectopica del
factor transcripcional de eritrocitos Gata1 (del inglés, GATA binding protein 1) puede
convertir mieloblastos en megacariocitos y precursores de eritrocitos (Kulessa et al.,
1995), o que la sobreexpresién de la proteina alfa/beta de unién a cajas CCAAT o
Cebpa/B (del inglés, CCAAT/enhancer-binding protein alpha/beta) induce la conversion
de linfocitos en macréfagos (Xie et al., 2004). Desde entonces, multitud de
conversiones directas han sido descritas, demostrando que casi cualquier
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transdiferenciacion es posible, si se utilizan los factores transcripcionales adecuados
(Nicholas and Kriegstein, 2010).

Los ensayos de SCNT, fusion celular y transdiferenciacion, asi como el
conocimiento de la biologia molecular de las ESC, asentaron las bases para el
desarrollo de la pluripotencia inducida por factores de transcripcidon o reprogramacion
celular? en 2006 por Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka (Takahashi and
Yamanaka, 2006).

Célula madre
3 Transferencia nuclear

©-0—®
Nicleo célula  Oocito  SCNT-ESC
somatica  enucleado

Fusioén celular con células madre

@ -©-0

Célula Célula Célula
somatica madre madre 4n

it

il d\\%\\!\ﬂ{iﬁ

Conversién celular directa

Fibroblasto <@ + Myod1 —» © © © @7 Mioblasto

. Eosindfilo, megacariocito,
Mieloblasto O + Gatal — QQ eritrocito
Linfocito B @ + Cebp —> @ Macrofago

Figura 7. Reinterpretacion del paisaje de Waddington. Los estudios de la SCNT, la fusién celular y la
conversion directa han demostrado que el paisaje de Waddington era un modelo, cuando menos,
incompleto. Las posibles reconversiones celulares no sélo estan acotadas al desarrollo embrionario o a la
diferenciacion in vitro (flechas en negro): desde las células madre (rosa) hasta las células somaticas
(verde, rojo o azul), pasando por la fase de progenitores (cian), sino que existe casi cualquier combinacion
posible (flechas en rojo): diferenciacion celular, de célula pluripotente a célula somatica;
transdiferenciacion celular directa, de célula somatica a célula somatica (transdiferenciacion indirecta, de
célula somatica a célula somatica, pasando por un estado de progenitor celular); reprogramacion celular,
de célula somatica a célula madre pluripotente. Adaptado de Takahashi and Yamanaka, 2016, a partir de
los diagramas originales de la obra de Conrad Waddington The Strategy of the genes: a discussion of
some aspects of theoretical biology (George Allen & Unwin, 1957), de acuerdo con el Articulo 32 del Real
Decreto Legislativo 1/1996 de 12 de Abril, Ley de Propiedad Intelectual.

i

7;

i

Transdiferenciacion

2 Estrictamente, toda conversion celular (diferenciacion, transdiferenciacion o desdiferenciacion) es un
proceso de reprogramacion en el que el programa transcripcional se reorganiza para configurar un nuevo
fenotipo celular concreto. Sin embargo, el término reprogramacion celular es ampliamente utilizado para
referirse al proceso descrito por Takahashi y Yamanaka.
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2.2. Factores de transcripcion y pluripotencia inducida

Para identificar los factores transcripcionales que podrian inducir la pluripotencia
celular, Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka disefiaron una serie de experimentos
con 24 genes que codificaban para marcadores estrechamente asociados a la
pluripotencia de las ESC (Mitsui et al., 2003; Takahashi and Yamanaka, 2006).
Originalmente, las sobreexpresion de los 24 candidatos indujo la aparicién in vitro de
unas agrupaciones celulares de tipo epitelial que presentaban una morfologia similar a
las ESC. Tras sucesivas rondas de eliminacién mediante cribados secuenciales con
cada uno de los 24 genes, identificaron la combinacién minima necesaria para generar
este tipo de agrupaciones celulares, el denominado coctel de Yamanaka: Oct4, Sox2,
KIf4 y c-Myc (OSKM de ahora en adelante). Las células generadas por la expresion de
OSKM expresaban marcadores de pluripotencia como Oct4 o Nanog, generaban
teratomas mediante inyeccion subcutdnea en ratones, y contribuian en la generacién
de los diferentes tejidos tras su inyeccion en blastocistos (Takahashi and Yamanaka,
2006). Denominaron a este tipo de células células madre pluripotentes inducidas o
iPSC (del inglés, induced pluripotent stem cells). Estas iPSC de primera generacion,
sin embargo, estaban parcialmente reprogramadas: presentaban una desmetilacion
parcial de algunos promotores, como los de Oct4 o Nanog, y eran incapaces de
generar ratones quiméricos viables o de contribuir al desarrollo de la linea germinal
(Okita et al., 2007; Takahashi and Yamanaka, 2006). Posteriores trabajos en los que se
us6 como marcador de pluripotencia la expresién de Nanog u Oct4 generaron iPSC
completamente reprogramadas muy similares a las ESC (Maherali et al., 2007; Okita
et al., 2007; Wernig et al., 2007). Desde entonces, mediante la expresion del coctel de
Yamanaka o derivados de éste, se han obtenido iPSC de diferentes especies,
incluyendo humanos (Park et al., 2008; Takahashi et al., 2007b), ratas (Li et al., 2009b)
y mono Rhesus (Liu et al.,, 2008); a partir de diferentes estados somaticos, como
queratinocitos (Aasen et al., 2008; Maherali et al., 2008), células neurales (Eminli et
al.,, 2008; Kim et al.,, 2008), células del estbmago e higado (Aoi et al., 2008),
melanocitos (Utikal et al., 2009a), células B del pancreas (Stadtfeld et al., 2008a) o
linfocitos (Eminli et al., 2009; Hanna et al., 2008); e incluso en condiciones in vivo
(Abad et al., 2013), indicando que el proceso que gobierna, mantiene y, ahora, induce
la pluripotencia celular esta evolutivamente conservado y es universalmente valido.

Las iPSC de primera generacién se obtuvieron mediante la expresion retroviral
de los cuatro factores (Maherali et al., 2007; Okita et al., 2007; Takahashi and
Yamanaka, 2006; Wernig et al., 2007). Este sistema induce la integracion y expresiéon
de OSKM hasta la adquisicién de la pluripotencia, momento en el cual los cuatro
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factores se silencian (Stadtfeld et al., 2008b) mediante metilacion del DNA de origen
retroviral (Lei et al., 1996) o de las histonas que lo envuelven (Matsui et al., 2010). Sin
embargo, el silenciamiento incompleto puede generar lineas parcialmente
reprogramadas (Mikkelsen et al., 2008; Sridharan et al., 2009; Takahashi and
Yamanaka, 2006). Esta actividad residual puede interferir en una correcta
diferenciacion (Takahashi and Yamanaka, 2006) o incrementar el potencial
tumorogénico de las células (Okita et al., 2007). Este hecho, el potencial mutagénico
de los retrovirus integrativos y la baja eficiencia del proceso de reprogramacion,
entorno al 0,1% (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010), han incentivado el desarrollo de
nuevos sistemas de reprogramacion, como por ejemplo sistemas inducibles que
controlan la expresion génica de los factores exdégenos (Brambrink et al., 2008;
Maherali et al., 2008; Stadtfeld et al., 2008b; Wernig et al., 2008a; Woltjen et al., 2009)
o sistemas no integrativos que, con eficiencias de reprogramacion en ocasiones mas
bajas, evitan la integracion de los factores en el genoma de las células (Kaiji et al.,
2009; Okita et al., 2008; Stadtfeld et al., 2008c; Woltjen et al., 2009; Zhou et al., 2009;
Zhou and Freed, 2009). De todos ellos, la aproximacion que muestra mayores
perspectivas de futuro es la induccibn mediante compuestos quimicos. Estos
compuestos ayudan o sustituyen a los factores de reprogramacion (Feng et al., 2009b;
Hou et al., 2013; Li and Ding, 2010; Zhao et al., 2015), eliminando la necesidad de
cualquier técnica de ingenieria genética, y con ello, toda la poblematica mencionada.

Las primeras comparaciones entre ESC e iPSC revelaron patrones de expresion
(Chin et al., 2009) y de metilaciéon del DNA (Deng et al., 2009; Doi et al., 2009)
diferentes, mostrando cierta persistencia del patrén original somatico (Ghosh et al.,
2010; Kim et al., 2011; Lister et al., 2011; Marchetto et al., 2009; Ohi et al., 2011). Sin
embargo, estudios mas exhaustivos con un mayor nimero de muestras de iPSC
demuestran que estas diferencias son poco relevantes (Guenther et al., 2010;
Newman and Cooper, 2010), o incluso inexistentes (Bock et al., 2011). Las iPSC
pueden mostrar una mayor variabilidad entre diferentes lineas, llegando algunas de
ellas a presentar diferencias significativas con las ESC en el patréon de expresién, la
metilacién de DNA o su habilidad para la diferenciacion (Miura et al., 2009), sin
embargo, ha quedado demostrado que algunas iPSC son indistinguibles de las ESC.

2.3. El proceso de reprogramacion celular

Frente a la conversion directa, la reprogramacién celular presenta un eficiencia
menor y una cinética mas lenta (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010). Asi, por ejemplo, la
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reconversion a macréfagos a partir de linfocitos por la expresién de Cebpa posee un
eficiencia del 100% en tan sélo 48 horas (Xie et al., 2004). Este dato sugiere que la
tarea de borrado o reprogramacion epigenética que tienen que desempefiar los
factores OSKM es mucho mayor, y que, en definitiva, el nUmero de barreras que una
célula debe salvar durante el proceso es mucho menor cuando la reconversién se
produce entre dos estados somaticos cercanos (mismo linaje) que cuando se produce
entre un estado somatico y el estado pluripotente.

Para que la reprogramacién celular llegue a término es necesario una
organizada secuencia de eventos que empieza con el silenciamiento de los
marcadores del estado somatico (Stadtfeld et al., 2008b); sigue con la activacion del
ciclo celular (Mikkelsen et al., 2008), el cambio metabdlico (Folmes et al., 2011;
Panopoulos et al., 2012) y los cambios asociados a la transicion de mesénquima a
epitelio o MET (del inglés, mesenchymal-to-epithelial transition) (Li et al., 2010;
Samavarchi-Tehrani et al., 2010); y finaliza con el proceso de inmortalizacion celular
(Banito et al., 2009; Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Li et al., 2012a; Li et al.,
2009a; Marion et al., 2009; Utikal et al., 2009b) y la activacién de los marcadores de
pluripotencia tempranos, primero (como SSEA1 o la fosfatasa alcalina), y tardios,
después (como Oct4 o Nanog) (Brambrink et al., 2008; Stadtfeld et al., 2008b).
Durante este proceso, las células han de ser capaces de independizar la estabilidad
de su pluripotencia de los factores exdgenos, mediante su silenciamiento y la
reactivacion del programa endogeno de control de la pluripotencia. Este proceso, asi
como la adquisicion de un estado pluripotente total, se produce mediante un
remodelado epigenético global a través de las enzimas que regulan las modificaciones
de histonas (Ang et al., 2011; Ding et al., 2014; Wang et al., 2011b) y DNA, para el cual
se han propuesto mecanismos de desmetilacion pasiva o activa (Apostolou and
Hochedlinger, 2013; Hochedlinger and Plath, 2009). Este proceso se incrementa de
manera secuencial ciclo tras ciclo durante la proliferacién celular (Maherali et al., 2007;
Mikkelsen et al., 2008; Polo et al., 2010). Asi, lineas de iPSC obtenidas de un mismo
origen pero a tiempos distintos presentan patrones de expresion y metilacion del DNA
distintos (Meissner et al., 2007), reteniendo cierta memoria epigenética de su origen
celular (Kim et al., 2010). Debido a la importancia que factores como Nanog juegan en
la adquisicion de la pluripotencia, la desmetilacion que sufren sus promotores es una
barrera crucial para la completa reprogramaciéon de la célula (Hanna et al., 2009;
Hochedlinger and Plath, 2009; Silva et al., 2009). Asi, el analisis de intermediarios
celulares ha revelado que éstos suelen quedar bloqueados en estados parcialmente
reprogramados debido a 1) la represion incompleta de factores transcripcionales
especificos del linaje de origen, 2) el incorrecto silenciamiento de los transgenes de
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origen retroviral, o 3) la hipermetilacion de los promotores de pluripotencia (Mikkelsen
et al.,, 2008). Curiosamente, el patrén de expresion génica de estos intermediarios
presenta similitudes con el de los intermediarios o0 progenitores que aparecen durante
la diferenciacion celular a lo largo del desarrollo embrionario, sugiriendo que la
reprogramacion celular pueda ser una suerte de ruta inversa al desarrollo embrionario
(Cacchiarelli et al.,, 2015; O'Malley et al., 2013; Polo et al., 2012; Takahashi et al.,
2014).

Tres trabajos seminales en el campo de la reprogramacion celular han
demostrado que la superacion de estas barreras estd organizada en dos olas o
cascadas de procesos celulares (Buganim et al., 2012; Hansson et al., 2012; Polo et
al., 2012). Una primera ola asociada, fundamentalmente, a cambios en el ciclo celular,
replicacion de DNA y la transicion de mesénquima a epitelio, y una segunda ola
asociada a la reactivacion total del nucleo transcripcional que gobierna la pluripotencia.
Estos estudios han revelado que la baja eficiencia del proceso se debe a que
numerosas células son refractarias a la reprogramacién, quedando atrapadas en
intermediarios celulares. Aunque el proceso de cambio epigenético es constante desde
las primeras etapas del proceso, silenciando primero los marcadores somaticos y
activando después los de pluripotencia, la reconfiguracion del patrén de metilacion
tiene lugar, principalmente, en la segunda fase del proceso (Polo et al., 2012) (Fig. 8).

Intermediarios celulares,
células resistentes

06 01© \A@

@ @ Ak Estado

pluripotente

1 Marcadores de

MET pluripotencia
1 Ciclo celular o Metilacion del DNA
Estado | Contacto celular Expresion de microRNAs
somatico | Adhesion celular

| Marcadores somaticos
Expresion de microRNAs
Modificacion de la cromatina

Figura 8. Organizacion secuencial de los eventos moleculares que dirigen la reprogramacion
celular. Las barreras que una célula debe salvar para reprogramarse por completo estan organizadas en
dos olas secuenciales. Una primera ola asociada fundamentalmente a cambios en el ciclo celular,
replicacion de DNAy la transicién de mesénquima a epitelio, y una segunda ola asociada a la reactivacion
total del nucleo transcripcional que gobierna la pluripotencia. Estos estudios han revelado que la baja
eficiencia del proceso se debe a que numerosas células son refractarias a la reprogramacion, quedando
atrapadas en intermediarios celulares. Adaptado de Sancho-Martinez and Izpisua, 2013.
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2.4. Funcioén de los factores transcripcionales durante la reprogramacion
celular

Con la excepcion de Oct4, el resto de factores han sido descritos como
sustituibles o innecesarios: sustituibles puesto que, por ejemplo, Sox2 puede ser
reemplazado por Sox1 o Sox3 (Nakagawa et al., 2008), Kif4 por KlIf2 o KIf5 (Jiang et
al., 2008), y c-Myc por cualquier otro miembro de la familia Myc (Nakagawa et al.,
2010) o inhibidores de las desacetilasas de histonas (Huangfu et al., 2008a; Huangfu
et al., 2008b); e innecesarios porque algunos de ellos se expresan parcialmente en las
células de partida. Por ejemplo, las células madre neurales, que presentan una alta
expresion de Sox2, se pueden reprogramar sin este factor (Eminli et al., 2008), con la
combinacion Oct4/Sox2 (Kim et al., 2008), o unicamente con Oct4 (Kim et al., 2009).
Otros factores asociados a la pluripotencia, como Nanog, Sall4, Esrrb o Lin28, también
han sido incluidos en el coctel de reprogramacién, sustituyendo a alguno de los
factores originales (Buganim et al., 2012; Feng et al., 2009a; Haase et al., 2009;
Worringer et al., 2014; Yu et al., 2007). También algunos microRNAs han sido descritos
como inductores de la pluripotencia (Judson et al., 2009), bien favoreciendo la
transicién de mesénquima a epitelio (Samavarchi-Tehrani et al., 2010), bien impidiendo
el proceso inverso, la transicion de epitelio a mesénquima (Liao et al., 2011;
Subramanyam et al., 2011). Como punto de referencia, no obstante, es pertinente
describir cual es el mecanismo molecular que subyace a la induccion de la

reprogramacion celular por el coctel clasico de Yamanaka, OSKM.

Se han postulado varios modelos para describir el proceso de reprogramacion
celular (Yamanaka, 2007). Inicialmente, se propuso el denominado modelo de la élite
en el que se postulaba que OSKM inducia la reprogramacién de una subpoblacién de
células con propiedades especificas o ‘élite’ dentro de la poblacién somatica original
(Fig. 9). Estas células serian progenitores intermediarios que, al tener ciertas
caracteristicas de pluripotencia, podrian ser facilmente reprogramadas (Yamanaka,
2009). Sin embargo, estudios en los que se obtuvo iPSC a partir de células
diferenciadas de forma terminal, como linfocitos T o B (Aoi et al., 2008; Hanna et al.,
2008; Stadtfeld et al., 2008a), descartaron esta posibilidad. No obstante, si se han
descrito propiedades particulares dentro de poblaciones celulares completamente
diferenciadas que favorecen la reprogramacién, como por ejemplo, una tasa de
proliferacion elevada (Guo et al., 2014; Ruiz et al., 2011; Xu et al., 2013). Descartado
el modelo de la élite, se han contrapuesto dos nuevos modelos: uno estocastico y otro
determinista. Un modelo exclusivamente estocastico implicaria que los eventos

necesarios para que se dé la reprogramacion celular pueden ocurrir 0 no ocurrir, a
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tiempos idénticos o diferentes y que la aparicién de iPSC puede darse o no. Un
modelo exclusivamente determinista implicaria una secuencia de eventos constante y
predecible de principio a fin (Fig. 9). En los ultimos anos, la opcion mas ampliamente
aceptada a dia de hoy es la de un modelo parcialmente estocastico, parcialmente
determinista (Buganim et al., 2013; Takahashi and Yamanaka, 2016).
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Figura 9. Modelos de élite, estocastico y determinista de reprogramacion celular. En el modelo de
élite s6lo un subconjunto de la poblacién con propiedades especificas o ‘élite’ puede reprogramarse. En el
modelo estocastico los eventos moleculares pueden ocurrir o no ocurrir, a tiempos idénticos o diferentes,
y la aparicién de iPSC puede darse o no. Un modelo determinista implicaria una secuencia de eventos
constante y predecible de principio a fin. En rojo, células refractarias a la reprogramacion; en verde,
células susceptibles de reprogramacion o en curso; en rosas, células total o parcialmente reprogramadas.
Adaptado de Takahashi and Yamanaka, 2016.
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La fase estocastica es la primera fase del proceso. En ella, los cuatro factores se
unen de forma aleatoria sobre los loci mas accesibles del genoma. Estos /oci suelen
coincidir con marcadores somaticos, dado que al estar expresandose, la apertura de la
cromatina y facilidad de unién es mayor. De hecho, estos loci no suelen estar
ocupados por los factores OSKM en ESC (Soufi et al., 2012). Esta union suele
conllevar la represion de la expresion de estos marcadores somaticos (Soufi et al.,
2012; Sridharan et al., 2009). Pese a que, durante esta primera fase, los cuatro
factores pueden unirse aleatoriamente sobre marcadores de pluripotencia también
(Buganim et al., 2012; Soufi et al., 2012), su reactivacion es muy ineficiente dada la
marcada hipermetilacion de estos genes en el estado somatico. Los procesos de
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reactivacion de genes implican la participacion de un gran numero de factores, en
comparacion con los procesos de represion génica, donde la uniéon de un sélo factor
puede ser suficiente (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006; Wang et al., 2006). Esto
puede ser una razén por la que los marcadores somaticos se silencian antes de que
se activen los correspondientes al estado pluripotente (Stadtfeld and Hochedlinger,
2010). Asi, inhibidores de las desacetilasas de histonas y las metilasas de DNA
ayudan a reactivar genes silenciados y alivian esta barrera molecular (Feng et al.,
2009b; Huangfu et al., 2008a; Huangfu et al., 2008b). La fase determinista es la
segunda fase del proceso. En esta fase, los eventos discurren de una forma mas
jerarquica y predecible. Los loci de los genes pluripotentes estan mas accesibles para
los cuatro factores y éstos pueden comenzar a activar el programa endégeno de
control de la pluripotencia (Brambrink et al., 2008; Buganim et al., 2012; Polo et al.,
2012; Stadtfeld et al., 2008b) (Fig. 10).

Durante la fase determinista de la reprogramacion celular, los factores Oct4,
Sox2 y KIf4 parecen actuar cooperativamente en la reactivacién del programa
enddgeno de control de la pluripotencia, sobre todo Oct4 y Sox2 (Sridharan et al.,
2009). Asi, se ha descrito que, mientras que Oct4, Sox2 y Klf4 son necesarios durante
la segunda fase de reprogramacion (aunque Kif4 también participa en la primera), el
papel de c-Myc es completamente distinto, siendo crucial unicamente durante la
primera fase del proceso (Buganim et al., 2012; Mikkelsen et al., 2008; Polo et al.,
2012; Sridharan et al., 2009) (Fig. 10).

El factor transcripcional c-Myc es un protoncogén asociado a la pluripotencia de
las ESC, regulado por las rutas de senalizacion Lif/Stat3 y Wnt/Catenina B, que
garantiza la autorrenovacion de estas células pluripotentes. Concretamente, el gen c-
Myc es una diana de la ruta Lif/Stat3, mientras que la activacién de la ruta Wnt permite
la inhibicién de Gsk3p3, la cual fosforila a c-Myc (Fig. 2). c-Myc fosforilado por Gsk3 es
rapidamente ubiquitinizado y degradado (Cartwright et al., 2005). En ausencia de c-
Myc, las ESC entran en un estado durmiente similar a la diapausa embrionaria de
ciertos mamiferos (Scognamiglio et al., 2016). Pese a ello, c-Myc no forma parte del
programa transcripcional minimo que gobierna la pluripotencia celular (Dunn et al.,
2014), de hecho, puede ser omitido durante la reprogramacion celular (Nakagawa et
al., 2008; Wernig et al., 2008b), aunque con un considerable descenso en la rapidez y
eficiencia del proceso. Por este motivo, se le han asociado diferentes funciones en el
proceso de reprogramacioén celular (Knoepfler, 2008): 1) como facilitador de la unién
de los factores OSK a sus dianas en el DNA, al reclutar complejos desacetilasas de
histonas (Adhikary and Eilers, 2005; Knoepfler, 2007; Knoepfler et al., 2006; Soufi et
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al., 2012; Yamanaka, 2007); 2) como activador del ciclo celular, para garantizar la
autorrenovacion de las células (Bretones et al., 2015; Knoepfler et al., 2002) y
favorecer la desmetilacion pasiva del DNA durante la proliferacion celular
(Hochedlinger and Plath, 2009); 3) como participe del proceso de inmortalizacion, al
reprimir la actividad antiproliferativa de la proteina de tumores de 21 kDa o p21Cip1/Waft
(del inglés, tumor protein of 21 kDa, CDK-interacting protein 1 o wild-type p53-
activated fragment 1) inducida por Klf4 (Seoane et al., 2002); o 4) como activador del
cambio metabdlico (Folmes et al., 2013).
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Figura 10. Accidon secuencial de los factores OSKM durante la reprogramacion en dos fases. Una
primera etapa estocastica genera la aparicion de intermediarios parcialmente reprogramados, los cuales
pueden acceder a la segunda etapa del proceso siguiendo una secuencia de eventos mas jerarquizada y
predecible. Oct4, Sox2 y KIf4 son necesarios a partir de la primera fase de reprogramacion. El factor
transcripcional c-Myc ejerce diferentes funciones durante la primera etapa del proceso, entre ellas esta la
de actuar como facilitador de union al DNA del resto de factores. Debido al silenciamiento epigenético, los
marcadores somaticos se reprimen antes de que se activen los marcadores pluripotentes. La expresion
de factores, como Nanog, o condiciones de cultivo, como el 2i, favorecen la conversion total de
intermediarios bloqueados en iPSC. Pluripotente te, gen pluripotente de expresion temprana, como
SSEAT; pluripotente ta, gen pluripotente de expresion tardia, como Nanog.

En resumen, la reprogramacion celular discurre en dos fases: una primera etapa
estocastica, dependiente de la funcién activadora de c-Myc y represora de KiIf4, que
genera la aparicion de intermediarios parcialmente reprogramados, y una segunda
mas jerarquizada y predecible, dirigida por Oct4, Sox2 y KiIf4, en la que algunos de
estos intermediarios activaran el programa enddgeno de control de la pluripotencia.
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Ciertos intermediarios celulares, no obstante, pueden quedar atrapados durante la
transicion (Sridharan et al., 2009). La sobreexpresiéon adicional de OSKM (Polo et al.,
2012) o Nanog (Silva et al., 2009; Theunissen et al., 2011), el cultivo en 2i (Silva et al.,
2008), o la inhibicion de las metiltransferasas de DNA (Mikkelsen et al., 2008), entre
otros, favorecen la reconversion total de algunos de estos intermediarios celulares en
iPSC (Fig. 10).

3. Dinamica mitocondrial
3.1. La mitocondria y su dindmica

Las mitocondrias y su movimiento como organulos fueron descritos por primera
vez hace mas de 100 anos (Lewis and Lewis, 1914). De acuerdo con la teoria
endosimbionte (Sagan, 1967), las mitocondrias retienen algunas caracteristicas de sus
ancestros procariotas: un proteoma similar, un DNA circular en forma de nucleoides
(DNA mitocondrial o mtDNA, del inglés, mitochondrial DNA), ribosomas procariotas y la
capacidad de obtener energia en forma de ATP, mediante un gradiente de protones
creado por la membrana mitocondrial interna. De hecho, proporcionar energia a la
célula mediante la fosforilacion oxidativa u OXPHOS (del inglés, oxidative
phosphorylation), consumiendo este gradiente, es una de sus principales funciones.
En humanos, 13 de los 37 genes que contiene el mtDNA (mas 2 RNA ribosémicos y 22
RNA de transferencia) codifican para proteinas que participan en la cadena de
transporte electronico que genera este gradiente (Anderson et al., 1981). Ademas de la
produccion de energia mediante OXPHOS, la mitocondria participa en un gran nimero
de funciones celulares: diferentes rutas metabdlicas, la homeostasis intracelular del
calcio (Jacobson and Duchen, 2004), la sefalizacion celular, el ensamblaje de
proteinas hierro-azufre (Stehling et al., 2014), la apoptosis (Tait and Green, 2010) o la
inmunidad innata (Cloonan and Choi, 2013).

Las mitocondrias no se producen de novo, sino que se dividen por fision y se
unen por fusion (Bereiter-Hahn and Voth, 1994; Johnson et al., 1981; Rizzuto et al.,
1996). El balance entre fision y fusion permite a la mitocondria adoptar diferentes
estructuras. Cuando la fisibn es mayor que la fusién, las mitocondrias estan
fragmentadas y aisladas unas de otras. Cuando la fusién es mayor que la fisién, son
tubulares, llegando a formar una extensa red de mitocondrias interconectadas. Esta
compleja dinamica de fusion y fisibn permite mantener una poblacién mitocondrial
homogénea y funcional, intercambiando componentes (proteinas o copias de mtDNA)
y/o restableciendo el gradiente de protones (Chen et al., 2003; Chen et al., 2010;
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Legros et al., 2002). Células deficientes para el mecanismo de fusién presentan una
poblacion mitocondrial heterogénea y una reduccion de su capacidad energética
(Chen et al., 2005; Chen et al.,, 2007). Asi pues, las mitocondrias no deben ser
consideradas como auténomas y estaticas, sino mas bien como una dinamica red de
organulos que actuan cooperando entre si de forma coordinada.

Independientemente de este equilibrio dinamico entre los procesos de fusion y
fision, existen momentos o funciones mitocondriales para los cuales la red mitocondrial
ha de adaptarse hacia uno de los dos extremos: red interconectada o mitocondrias
fragmentadas. Algunos ejemplos de la necesidad de la fragmentacién mitocondrial
son: 1) la fase G2/M del ciclo celular, para favorecer el reparto de estos organulos
entre las dos células hijas tras la divisién celular (Qian et al., 2012; Smirnova et al.,
2001; Taguchi et al., 2007); 2) el transporte de las mitocondrias en neuronas, para
proveer energia a dendritas y axones (Hollenbeck and Saxton, 2005); 3) la activacion
de la apoptosis, para la liberacion del citocromo c¢ al citoplasma (Arnoult, 2007;
Estaquier and Arnoult, 2007; Frank et al., 2001; Pyakurel et al., 2015); o 4) la mitofagia,
para garantizar el reciclado de mitocondrias disfuncionales (Mao et al., 2013; Tanaka
et al., 2010; Twig et al., 2008). Por contra, los procesos en los que la fusion
mitocondrial es requerida son: 1) la transicién G1/S del ciclo celular, para un mayor
aporte energético que mantenga la sintesis de DNA (Mitra et al., 2009); 2) la
supervivencia celular en momentos de inanicion, para maximizar la produccién de
energia y evitar asi la mitofagia (Gomes et al., 2011; Rambold et al., 2011); o 3) el
desarrollo embrionario, como la generacion del trofoblasto y la placenta (Chen et al.,
2003; Chen et al., 2007). El control de la dinamica mitocondrial es, pues, crucial para
la correcta implementacion de las funciones mitocondriales. Mutaciones en los
componentes que guian o regulan los procesos de fusion y fision generan diversas
patologias en humanos, como la atrofia optica dominante (gen OPA1) (Alexander et
al., 2000; Delettre et al., 2000), la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (genes MFN2 'y
GDAP1) (Baxter et al., 2002; Nelis et al., 2002; Zuchner et al., 2004) o incluso letalidad
neonatal en ratones (gen Drp1) (Ishihara et al., 2009; Wakabayashi et al., 2009).

3.2. La maquinaria de la dinamica mitocondrial

Las principales proteinas que dirigen los procesos de dinamica mitocondrial
pertenecen a la superfamilia de las dinaminas. Las dinaminas son una familia de
GTPasas que tienden a formar estructuras oligoméricas en forma de anillos o

espirales. Estas estructuras, junto al consumo de energia en forma de GTP, ayudan a
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aportar la fuerza mecanica necesaria para el acercamiento de membranas lipidicas
(Praefcke and McMahon, 2004). La mayoria de estas proteinas fueron descubiertas
por primera vez en Sacharomyces o en Drosophila, e identificadas en mamiferos por
estudios de homologia génica (van der Bliek et al., 2013).

La fusion mitocondrial necesita un juego de tres proteinas, dos para la fusién de
la membrana mitocondrial externa o MME y una para la fusion de la interna o MMI. Las
proteinas Mitofusina 1 y Mitofusina 2 o Mfn1/2 son proteinas transmembrana de la
MME que forman homo o heterocomplejos para fusionar la membrana de dos
mitocondrias adyacentes (Chen et al., 2005; Chen et al., 2003; Koshiba et al., 2004).
La proteina 1 de la atrofia 6ptica u Opa1 (del inglés, optic atrophy protein 1) es otra
proteina transmembrana de la MMI que, en coordinacién con las Mitofusinas, dirige la
fusion de la MMI de dos mitocondrias adyacentes (Olichon et al., 2003). En ausencia
de Opa1 o del potencial de membrana mitocondrial, ambas MME se fusionan pero no
comparten los componentes de la matriz mitocondrial debido a la falta de fusién de la
MMI (Cipolat et al., 2004) (Fig. 11).

La proteina 1 relacionada con la dinamina o Drp1 (del inglés, dynamin-related
protein 1) es la proteina central que ejecuta el proceso de fisiébn mitocondrial. A
diferencia de las tres anteriores, se trata de una proteina citosélica que es reclutada a
la MME para llevar a cabo la fragmentacién. Drp1 posee 4 dominios proteicos: un
dominio N-terminal GTPasa, seguido de los dominios medio y variable, y otro C-
terminal efector de la GTPasa o GED (del inglés, GTPase efector domain) (Fig. 12).
Las células que carecen de Drp1 presentan un fenotipo mitocondrial en forma de red
interconectada (Ishihara et al., 2009; Otsuga et al., 1998; Smirnova et al., 1998). El
proceso de fisibn comienza con el reclutamiento de Drp1 sobre la MME en forma de
estructuras focales a través de proteinas de membranas adaptadoras (Mozdy et al.,
2000; Tieu and Nunnari, 2000). Drp1 comienza a oligomerizar a través de sus
dominios medio y GED C-terminales, formando el anillo contractil clasico de las
dinaminas alrededor de la mitocondria. Una vez la espiral se completa, los dominios
GTPasa adyacentes activan la hidrélisis del GTP (van der Bliek and Payne, 2010).
Esta reaccion causa un cambio conformacional tal que acaba constrifiendo el anillo

alrededor de la mitocondria hasta escindirla en dos (Mears et al., 2011) (Fig. 11).

La primera de las proteinas adaptadoras de Drp1 fue identificada en levadura, la
proteina 1 de fision mitocondrial o Fis1 (Mozdy et al., 2000). Existe una proteina
homologa para Fis1 en eucariotas superiores (Lee et al., 2004; Yoon et al., 2003), sin
embargo, estudios genéticos han revelado que Fis1 no es necesaria para la fisién en
mamiferos (Otera et al., 2010). No obstante, existe una serie de proteinas adaptadoras
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alternativas a Fis1, como el factor de fision mitocondrial o Mff (del inglés, mitochondrial
fission factor) o las proteinas de dinamica mitocondrial de 49 y 51 kDa o Mid49/51 (del
inglés, mitochondrial dynamics proteins of 49 and 51 kDa). Mff es suficiente para dirigir
el reclutamiento de Drp1 a la mitocondria (Otera et al., 2010), pero también Mid49/51
(Palmer et al., 2013; Palmer et al., 2011; Zhao et al., 2011). Dos estudios mas
recientes han propuesto la posibilidad de que estos 3 adaptadores actuen de forma
conjunta y/o redundante (Loson et al., 2013; Osellame et al., 2016) (Fig. 11).

Ademas de Drp1 y las proteinas adaptadoras, se ha propuesto un papel activo
del reticulo endoplasmico o ER (del inglés, endoplasmic reticulum) en el proceso de
fisibn mitocondrial (Friedman et al., 2011; Korobova et al., 2013). Concretamente,
proyecciones del ER envolverian la mitocondria en los puntos en los que se va a
producir la fragmentacién de este organulo, favoreciendo la constriccion. Estos
contactos no dependen de Drp1, sino que mas bien favorecen su reclutamiento hacia
esos puntos de contacto (Fig. 11).

3 Fusion mitocondrial
Mid49 GTP GDP
Mid51 Fis1 Mff Mfn1/2 GTP GDP
MME . m m m m \$
Opat
MMI [ﬂ]
Proteinas Proteinas J
de fision de fusion

GTP GDP

Fision
mitocondrial

Figura 11. Fusién y fision mitocondrial. En la fusién mitocondrial las proteinas Mfn1 y Mfn2 dirigen el
contacto y la unién de la MME. Opa1 se encarga de fusionar la MMI en cooperacion con las dos proteinas
anteriores. La fision mitocondrial esta dirigida por 1) el contacto mitocondria-ER, 2) el reclutamiento de
Drp1 por las proteinas adaptadoras Fis1, Mff, Mid49 y Mid51, 3) la oligomerizacién de Drp1 y 4) la
contraccion del anillo. Ambos procesos estan orquestados por proteinas de la familia de las dinaminas
(Mfn1, Mfn2, Opa1y Drp1) y consumen energia en forma de GTP.

Ademas de las proteinas efectoras (Drp1) y adaptadoras (Fis1, Mff, Mid49 y
Mid51), en la fisibn mitocondrial existen también proteinas accesorias, como por
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ejemplo, la proteina 1 asociada a la diferenciacion inducida por gangliésidos o Gdap1
(del inglés, ganglioside-induced differentiation associated protein 1), que, si bien su
defecto afecta a la fragmentacién mitocondrial (Lopez Del Amo et al., 2015; Niemann
et al., 2005), parece no ser capaz de reclutar a Drp1 directamente (Niemann et al.,
2009). Ha sido descrito que Gdap1 participa en los contactos mitocondria-ER (Pla-
Martin et al., 2013), por lo que podria jugar un papel activo en la fisién mitocondrial
favoreciendo estas interacciones.

3.3. Regulacion de las proteinas de dinamica mitocondrial

La regulacién sobre la fusion mitocondrial esta controlada basicamente a través
de la expresién de Mfn1 y Mfn2. Ambas proteinas, llegado el momento, pueden ser
ubiquitinizadas por la proteina ligasa de ubiquitina Parkina y degradadas por el
proteasoma, reduciendo asi la fusion mitocondrial (Chan et al., 2011; Tanaka et al.,
2010). Opa1 esta regulada por escision proteolitica. En condiciones normales pueden
existir 6 formas distintas de Opa1 atendiendo al tipo de escisién proteolitica. Se sabe
que las variaciones en el patron de Opa1 implica cambios sobre la dinamica de las
mitocondrias, sin embargo, todavia se desconoce el motivo (van der Bliek et al., 2013).
Recientemente, se ha descrito que la quinasa de proteinas Erk1/2 fosforila a Mfn1,
inhibiendo su capacidad para promover la fusion mitocondrial (Pyakurel et al., 2015).

Mff ha sido identificado como diana de la quinasa de proteinas activada por AMP
o Ampk (del inglés, AMP-activated protein kinase). Este tipo de fosforilacion sobre Mff
induce la fragmentacion de mitocondrias disfuncionales (Toyama et al., 2016); sin
embargo, se conoce muy poco sobre la regulacién de las proteinas adaptadoras.

Drp1 es la proteina de dinamica mitocondrial que esta sometida a una mayor
regulacion. Drp1 es diana de multitud de modificaciones post-traduccionales que
afectan a su funcion: fosforilacion, ubiquitinizacién, sumoilacién (Wasiak et al., 2007) y
nitrosilacion (Cho et al., 2009). Multitud de diferentes quinasas de proteinas regulan la
funcién de Drp1 a través de la fosforilacion de diferentes residuos. Hasta la fecha, sé6lo
tres residuos de Drp1 identificados como diana de quinasas tienen una funcién
aparente: la serina 579 o Ser579 (serina 616 en humanos), la serina 600 o Ser600
(serina 637 en humanos) y la serina 656 o Ser656 (serina 693 en humanos)3. Estos
tres residuos se encuentran bien sobre el dominio variable, zona de unién a los
adaptadores, bien sobre el domino GED de la proteina, zona de oligomerizacion

3 El nimero de los residuos varia segin la especie y la isoforma de Drp1 utilizada. En este trabajo de tesis
doctoral se hace referencia siempre a la isoforma 2 de Drp1 de la especie Mus musculus.
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(Mears et al., 2011). Cualquier modificacion sobre ellos afecta, pues, a los contactos
proteina-proteina y, por lo tanto, a su reclutamiento mitocondrial. En cuanto a su
funcion, la fosforilacién sobre la Ser579 induce fision mitocondrial, mientras que la
fosforilacion sobre la Ser656 induce fusion mitocondrial. Existe cierta controversia
sobre el residuo Ser600, dado que su fosforilaciéon ha sido descrita como inductor de
ambos procesos, fusion y fision mitocondrial, dependiendo del contexto celular.

La Ser579 es fosforilada por la quinasa de proteinas 1 dependiente de ciclinas o
Cdk1 (del inglés, cyclin-dependent kinase 1) en la fase G2/M del ciclo celular (Taguchi
et al., 2007), para garantizar un correcto reparto de estos organulos durante la division
celular; la quinasa de proteinas 5 dependiente de ciclinas o CDK5 (del inglés, cyclin-
dependent kinase 5), durante el proceso de tumorogénesis cerebral (Xie et al., 2015);
ERK1/2, para favorecer la proliferacién ante estimulos externos (Kashatus et al., 2015;
Serasinghe et al., 2015); o la quinasa de proteinas C® o Pkcd (del inglés, protein
kinase C delta), ante situaciones de estrés oxidativo (Qi et al., 2011). Estas quinasas
inducen fision mitocondrial (Fig. 12).

La Ser656 es fosforilada por GSK3[B, en respuesta a estimulos de estrés
oxidativo, como mecanismo de supervivencia. Esta quinasa induce fusién mitocondrial
(Chou et al., 2012) (Fig. 12).

Tumorogenesis & Dominio GTPasa
Estrés oxidativo —» Pkcd l E.Ztrf.s [ Dominio medio
oxidativo L
Sefial extracelular —» ERK1/2 CDK5 [0 Dominio variable
Proliferacion l & Dominio GED
V¥ Residuo

G2/M —» Cdk1/CiclinaB —» S579 S656 <«—— GSK3p — Fisién mitocondrial
v v

Nt i} GTPasa Ct — Fusién mitocondrial

A
Apoptosis — Calcineurina ——— S600 <«—— Ampk <— 1 ADP/ATP

Inanicion —» Pka I Camkla «— Sefializacion
por calcio

Hiperglucemia —> Rockl

Figura 12. Regulacion de Drp1 por fosforilacion. La fosforilacion de la Ser579 induce fisidn
mitocondrial y el residuo es fosforilado por Cdk1, CDK5, ERK1/2 y Pkcd. La fosforilacién de la Ser656
induce fusién mitocondrial y el residuo es fosforilado por GSK3p. La fosforilacion de la Ser600 por Pka y
Ampk induce fusion mitocondrial. Su desfosforilacién por la Calcineurina induce fision mitocondrial. La
fosforilacion de la Ser600 por Rockl induce fisién mitocondrial. La Camkla ha sido descrita como inductora
de ambos procesos, fision y fusion mitocondrial, al fosforilar a la Ser600. Las flechas rojas y azules
indican la induccién de fusion o fision mitocondrial, respectivamente.

34



Introduccion

La Ser600 se fosforila por la quinasa de proteinas A o Pka (del inglés, protein
kinase A), ante situaciones de inanicién (Chang and Blackstone, 2007; Cribbs and
Strack, 2007; Gomes et al., 2011); o Ampk, ante situaciones de demanda energética
(Wikstrom et al., 2013). Estas quinasas inducen fusiéon mitocondrial. La fosfatasa de
proteinas Calcineurina suele actuar en sentido opuesto a Pka, desfosforilando a la
Ser600 e induciendo fision mitocondrial (Cereghetti et al., 2008; Cribbs and Strack,
2007). La Ser600 también es fosforilada por la quinasa de proteinas | asociada a Rho
o Rockl (del inglés, Rho-associated protein kinase I), ante estados de hiperglucemia,
induciendo, en este caso, fision mitocondrial (Wang et al., 2012). La quinasa de
proteinas la dependiente de calcio/Calmodulina o Camkla (del inglés, calcium/
Calmodulin-dependent protein kinase Ila) también ha sido descrita como inductora de
fision (Xie et al., 2015) y fusién mitocondrial (Han et al., 2008) mediante la fosforilacién
de la Ser600 (Fig. 12).

Drp1 es susceptible de ser ubiquitinizada por las ligasas de ubiquitina E3 March5
(Nakamura et al., 2006; Yonashiro et al., 2006) y Parkina (Wang et al., 2011a).
Mientras que la ubiquitinizacion por Parkina etiqueta a Drp1 para ser degrada por el
proteasoma, la funciéon de su modificacion por March5 todavia es controvertida.

La ausencia de Drp1 es letal durante el desarrollo embrionario (Ishihara et al.,
2009). Sin embargo, pese al aparente papel central que juega Drp1 en la fision
mitocondrial, se ha conseguido obtener fibroblastos de ratones Drp71~-. El cultivo in
vitro de estas células ha puesto de manifiesto que Drp1 no es esencial para la
proliferacion celular, aunque las células Drp1~- proliferan mas lentamente que las
homonimas de tipo silvestre y presentan una morfologia mitocondrial completamente
tubular (Ishihara et al., 2009; Wakabayashi et al., 2009). De hecho, el silenciamiento
de Drp1 puede llegar a causar arresto en la fase G2/M del ciclo celular en lineas
humanas transformadas (Qian et al., 2012). Se ha sugerido que el reparto de
mitocondrias durante la citocinesis en ausencia de Drp1 pueda llevarse a cabo
mediante la participacion de alguna fuerza mecanica de escision desconocida
(Ishihara et al., 2009).

3.4. Dinamica mitocondrial en células pluripotentes

Dado que es el oocito el que aporta las mitocondrias al cigoto durante la
fecundacién, todos estos organulos son de herencia materna. Durante la primera fase
del desarrollo embrionario su numero permanece relativamente constante. La

biogénesis mitocondrial y la replicacion del mtDNA no se activan durante estos
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estadios, de modo que la carga mitocondrial se va repartiendo entre las células hijas
en cada division celular (Van Blerkom, 2009). Asi, la carga mitocondrial ha de ser
suficiente para satisfacer los requerimientos energéticos de los blastdmeros durante
las sucesivas divisiones celulares. Las células durante estas fases del desarrollo
embrionario, y por extension las ESC, tienden a tener una red mitocondrial simple:
morfologia fragmentada, crestas internas poco desarrolladas (plegamientos de la MMI)
y un bajo numero de copias de mtDNA. Contrariamente, la red mitocondrial de células
somaticas presenta una estructura mas compleja que la de células pluripotentes: una
morfologia tubular y/o ramificada, crestas internas bien desarrolladas y una densa
matriz mitocondrial con alto nimero de copias de mtDNA (Folmes et al., 2011; Prigione
et al., 2010; St John et al., 2005; Suhr et al., 2010; Van Blerkom, 2009). Durante la
diferenciacion, la masa mitocondrial aumenta, las mitocondrias maduran en tamano y
complejidad interna, y el mtDNA incrementa su replicacion (Cho et al., 2006; Facucho-
Oliveira et al., 2007; Spikings et al., 2007). Asi, por ejemplo, una correcta
diferenciacion hacia cardiomiocitos (Chung et al., 2007; Hom et al., 2011) o adipocitos
(Tormos et al., 2011) es dependiente de la maduraciéon mitocondrial. En este proceso
de maduracién mitocondrial la fusion mitocondrial juega un importante papel a través
de Mfn2 y Opa1 (Kasahara et al., 2013).

La baja tasa de replicacion del mtDNA en las ESC parece estar relacionada con
el silenciamiento por metilacion de los genes que codifican para la subunidad catalitica
y de la polimerasa de DNA mitocondrial (Kelly et al., 2012) y el factor transcripcional
mitocondrial A (Larsson et al., 1998). Su desmetilacion tras la implantacién del embrion
activa su expresion, y por ende, incrementa la replicacion del mtDNA.

A pesar de los profundos cambios que experimenta la red mitocondrial durante la
diferenciacion celular, poco se sabe acerca de la regulacién de la dinamica
mitocondrial en ESC. Curiosamente, se ha descrito que la sobreexpresion de Drp1 en
ESC puede afectar a la pluripotencia e inducir apoptosis (Todd et al., 2010), sugiriendo
que, pese a que las ESC presentan una morfologia mitocondrial fragmentada, un
adecuado balance de fusion-fision sigue siendo necesario para el correcto
mantenimiento de una poblaciéon mitocondrial homogénea y funcional. Por ejemplo, en
células madre neurales la dinamica mitocondrial esta aparentemente desplazada hacia
la fusion mitocondrial en lugar de la fision, donde Mfn2 y Opa1 juegan un papel
fundamental en su autorrenovacion (Khacho et al., 2016).

Contrariamente al proceso de diferenciacion, se ha sugerido que la dinamica
mitocondrial durante el proceso de reprogramacion celular sigue el proceso inverso:
una fragmentacion y rejuvenecimiento de las mitocondrias (Prigione and Adjaye, 2010;
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Suhr et al., 2010), su inactivacion como organulo productor de energia (Choi et al.,
2015; Folmes et al., 2011) y un descenso de la replicacion del mtDNA (Kelly et al.,
2013). Dado el importante cambio morfolégico de las mitocondrias que tiene lugar
durante la reprogramacion, de una red mitocondrial tubular a una fragmentada, la
fision mitocondrial a través de Drp1 ha sido sugerida como una barrera para el proceso
(Son et al., 2015; Son et al., 2013b; Vazquez-Martin et al., 2012a). Sin embargo, el
proceso en si mismo, su regulacion, y su importancia en el estado de ESC todavia no
han sido descritos.

Algunos trabajos han asignado un papel importante a la fision mitocondrial en las
células cancerosas (Boland et al., 2013). Al igual que en la reprogramacion celular,
algunos procesos de transformacion celular implican una transicién de mesénquima a
epitelio (De Craene and Berx, 2013; Pattabiraman et al., 2016) asociada a un cambio
en la morfologia de las mitocondrias, de tubulares a fragmentadas. La inhibicion de la
fisibn mitocondrial afecta, pues, a esta transformacion celular (Rehman et al., 2012;
Zhao et al., 2013). En este sentido, la fosforilacion y desfosforilacion de los residuos
Ser579 y Ser600 de Drp1, respectivamente, parece ser un paso clave para el inicio y
progresion de algunos procesos tumorogénicos. (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et
al., 2015; Xie et al., 2015). Estos trabajos previos refuerzan la hipotesis de que la
reorganizaciéon de la dinamica mitocondrial pueda ser un paso clave durante la

reprogramacion celular.

4. Pluripotencia celular y metabolismo
4.1. Metabolismo durante el desarrollo embrionario

Durante la primera fase del desarrollo embrionario, desde el cigoto hasta el
comienzo de la diferenciacion celular tras la implantacién del embrion, tiene lugar una
profunda reorganizacién del metabolismo celular. Durante el estado de una célula, la
obtencion de energia se produce fundamentalmente a través de la oxidacion del
piruvato, en lugar de la glucosa. De hecho, se han detectado altas cantidades de este
sustrato en el fluido del tracto reproductivo (Johnson et al., 2003). Los dos primeros
dias de desarrollo se caracterizan por una baja actividad metabdlica debido a que no
se produce un aumento considerable de biomasa; simplemente, se produce un reparto
de los componentes originales del cigoto, como ocurria con la masa mitocondrial. A
partir de este punto, la captacién de glucosa comienza a sustituir a la del piruvato.
Paulatinamente, la produccion de energia a partir de la glucosa va cambiando,

realizandose a través de la fosforilacion oxidativa, primero, y a través de la glucdlisis
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aerobia, después. En paralelo, se produce un aumento sustancial de la actividad de la
ruta de las pentosas fosfato. Esta dinamica alcanza su punto algido en el momento de
la implantacién, donde la glucdlisis es la principal ruta para la obtencién de la energia.
La expresion de los transportadores de glucosa y enzimas glucoliticos aumenta en
este punto, y su mutacién es letal para el desarrollo de los blastocistos (Shyh-Chang et
al., 2013). La dependencia de la glucdlisis en este punto puede ser debida a una
concentracién de oxigeno insuficiente para garantizar una eficiente cadena de
transporte electronico en el epiblasto durante la implantacion. A partir de este punto, y
con el comienzo de la diferenciacion, la actividad de la fosforilacidon oxidativa aumenta,
siendo ésta la principal fuente de ATP en las células somaticas (Johnson et al., 2003).
Hasta el momento de la implantacion, la cantidad de ATP es relativamente baja dentro
de las células. Esta baja cantidad se corresponde con una reducida masa mitocondrial
y un bajo numero de copias de mtDNA (St John et al., 2005; Van Blerkom et al., 2000).
Una vez comienza la gastrulacion, las mitocondrias se fusionan y maduran, el mtDNA
aumenta, la OXPHOS se incrementa, y la cantidad de ATP se eleva
considerablemente (Lonergan et al., 2006; Mandal et al., 2011; Spikings et al., 2007).
Asi, por ejemplo, la maduracion mitocondrial que tiene lugar durante la diferenciacién
hacia cardiomiocitos (Chung et al., 2007; Hom et al., 2011) o adipocitos (Tormos et al.,
2011) va acompanada de un incremento de la OXPHOS (Fig. 13).

Histéricamente, los dramaticos cambios que sufren las mitocondrias en su
morfologia durante el desarrollo embrionario o la diferenciacion in vitro se han
asociado a un proceso de maduracion arquitecténica de estos organulos. Esta
maduracién permitiria implementar una eficiente fosforilacion oxidativa en células
diferenciadas, garantizando un aporte energético suficiente (Fig. 13). En este sentido,
existen numerosos trabajos en los que se describe una correlacion entre una
morfologia mitocondrial madura y tubular con un aumento de la fosforilacion oxidativa,
y entre una morfologia mitocondrial fragmentada e inmadura con un descenso de ésta
y un aumento de la glucdlisis (Mishra and Chan, 2016). En este sentido, las
mitocondrias tubulares garantizarian 1) un mejor mantenimiento del potencial de
membrana, 2) una poblacion del mtDNA mas homogénea, y 3) una adecuada
citoarquitectura que garantice una cadena de transporte electronico eficiente. Sin
embargo, tanto las células de estadios embrionarios tempranos (Johnson et al., 2003;
Van Blerkom, 2009) como las ESC (Birket et al., 2011; Zhang et al., 2011; Zhou et al.,
2012) presentan mitocondrias fragmentadas con una capacidad oxidativa similar a la
de las células somaticas. Asi, es posible que una dotacion mitocondrial fragmentada
pero con una dinamica de fisidon-fusion constante pueda mantener una mayor

funcionalidad de estos organulos en ESC.
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Figura 13. Dinamica mitocondrial y metabolismo durante el desarrollo embrionario murino. Tras la
fecundacion, el cigoto consume piruvato para producir energia a través de la fosforilacion oxidativa. A
partir de este punto, la glucosa comienza a sustituir al piruvato, como principal fuente de energia, y la
glucdlisis aerobia a la OXPHOS, como principal ruta metabdlica. Esta dinamica alcanza su punto algido
en el momento de la implantacion, donde la glucdlisis es la principal ruta para la obtencion de la energia.
Durante las primeras fases del desarrollo, se produce un reparto del contenido mitocondrial original y su
morfologia es inmadura y fragmentada. Con el comienzo de la diferenciacién, se activa la biogénesis y la
maduracion mitocondrial, las mitocondrias aumentan sus crestas y adoptan una morfologia tubular, y la
OXPHOS comienza a activarse para convertirse en la principal ruta metabdlica de la mayoria de las
células somaticas. Adaptado de Folmes et al., 2012.

4.2. Metabolismo en células proliferativas: ESC y CSC

El metabolismo de las células que proliferan es muy diferente al de las células
que no lo hacen. Las células con una alta tasa de proliferacion suelen basar su
obtencion de energia a través de la glucdlisis aerobia: conversién de glucosa a lactato
en presencia de oxigeno. Las ESC y las células madre del cancer o CSC (del inglés,
cancer stem cells) se enmarcan dentro de este tipo particular de células. Este fenotipo
metabdlico es conocido como efecto Warburg, en honor a su descripcion en 1924 por
Otto Warburg. Warburg observé que las células cancerosas consumian grandes
cantidades de glucosa en comparacion a las células somaticas, y que ésta era
metabolizada fundamentalmente a través de la glucdlisis aerobia en forma de lactato
(Warburg, 1956).

Las células necesitan energia, generalmente en forma de ATP, para guiar
reacciones no espontaneas y mantener la homeostasis celular: la generacion de
gradientes ionicos, la dinamica mitocondrial y del citoesqueleto, la reparacion del DNA,
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la transcripcion y traduccién basales, el reciclado de proteinas o el trafico vesicular.
Las células proliferativas, ademas, tienen requerimientos adicionales para el
crecimiento y la divisidén celular. Necesitan captar nutrientes, convertirlos en
precursores biosintéticos y coordinar la sintesis de las macromoléculas necesarias
para la generacion de una nueva célula (Lunt and Vander Heiden, 2011). El nutriente
por excelencia es la glucosa, que es transformada hasta piruvato por la glucdlisis,
produciendo durante este proceso 2 moléculas de ATP. El piruvato puede entrar en el
ciclo de Krebs mitocondrial para producir una mayor cantidad de ATP a través de la
cadena de transporte de electrones (34 moléculas adicionales) o convertirse en lactato
en el citosol.

Respecto a su produccion neta de ATP, la glucélisis es una ruta menos eficiente
que la OXPHOS, sin embargo, en condiciones de alto contenido en glucosa, puede
producir ATP mas rapidamente (Guppy et al., 1993). Histéricamente, se pensaba que
el efecto Warburg se producia debido a la situacion de hipoxia en la que se encuentran
las células cancerosas o a defectos en la respiracion mitocondrial de estas células. Sin
embargo, esto parece no ser asi. Se ha descrito que las mitocondrias de células que
presentan efecto Warburg como ESC (Birket et al., 2011; Zhang et al., 2011; Zhou et
al., 2012), CSC (Zu and Guppy, 2004) o linfocitos primarios (DeBerardinis et al., 2008)
son perfectamente funcionales. De hecho, la contribucion de la glucdlisis a la
produccion de ATP en lineas tumorales oscila entre un 0,34% y un 64% (Zu and
Guppy, 2004). No obstante, la produccién de ATP parece no ser limitante en células
proliferativas. Algunas estimaciones sugieren que los procesos biosintéticos para
producir una nueva célula no consumen grandes cantidades de ATP (Lunt and Vander
Heiden, 2011). Células como las ESC o las CSC solo consumen energia para
proliferar, mientras que las células somaticas deben realizar una funcion concreta en el
organismo. Estas funciones celulares especializadas, como la sintesis de hormonas o
la transmision del impulso nervioso, pueden resultar mas complejas por lo que si que
podrian requerir grandes cantidades de energia (Lunt and Vander Heiden, 2011).

La mayor produccién de lactato no se deberia, pues, a una inactivacion del ciclo
de Krebs o la OXPHOS, sino a una hiperactivacion de la glucdlisis. La alta tasa de
producciéon del piruvato a través de esta ruta seria inasumible por parte del ciclo de
Krebs: el piruvato es transportado a la mitocondria y convertido en acetil-CoA mediante
la deshidrogenasa del piruvato o Pdh (del inglés, pyruvate dehydrogenase). Pdh es
una compleja enzima multimérica cuya actividad es susceptible de regulacidén por
fosforilacion, acetil-CoA libre y la ratio NAD*/NADH. En estas circunstancias, el flujo a
través de la glucdlisis y, por tanto, la cantidad de piruvato producido, pueden exceder
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la capacidad de Pdh (Curi et al., 1988). La conversion de este exceso de piruvato en
lactato garantiza la hiperactivacion de la glucolisis (Fig. 14). Esta conversion favorece
también la renovacion del NAD*, el cual es necesario para el funcionamiento de la
glucolisis y el ciclo de Krebs (Lunt and Vander Heiden, 2011). En este sentido, dado
que algunas enzimas clave de la glucdlisis, como la fosfofructoquinasa, son inhibidas
por ATP, se ha llegado a describir procesos centrados Unicamente en consumir ATP
para mantener, asi, una glucdlisis hiperactiva (Fang et al., 2010) (Fig. 14).

La idea es, pues, que las células proliferativas deben mantener una alta
actividad glucolitica, y no exclusivamente por razones energéticas. El motivo radica en
el hecho de que la glucdlisis es crucial para proporcionar intermediarios de rutas
biosintéticas o anabdlicas (DeBerardinis et al., 2008). Algunos metabolitos de la
glucdlisis que son intermediarios de este tipo de rutas son: 1) la glucosa-6-fosfato, que
entra en la ruta de las pentosas fosfato para garantizar la biosintesis de los nucleétidos
necesarios para la replicacion del DNA y aportar poder reductor en forma de NADPH
para las rutas biosintéticas; 2) la fructosa-6-fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato, que
también pueden entrar y salir de la ruta de las pentosas fosfato; 3) la dihidroxiacetona
fosfato, que es crucial en la biosintesis de fosfolipidos y triacilgliceroles, los mayores
componentes de las membranas celulares; 4) el 3-fosfoglicerato, que participa en la
sintesis de aminoacidos como la glicina, la cisteina o la serina, o de fosfolipidos a
través de la propia serina; o 5) el piruvato, que puede ser convertido a alanina o entrar
en la biosintesis de acidos grasos a través de su conversiébn en citrato en la
mitocondria (Fig. 14).

En condiciones de una alta proliferacién celular, el ciclo de Krebs no sélo posee
funcion energética, proveyendo poder reductor a la cadena de transporte electrénico,
sino que también aporta intermediarios a otras rutas anabdlicas. Se conoce como
cataplerosis el continuo flujo de estos metabolitos desde el ciclo de Krebs hacia otras
rutas biosintéticas (DeBerardinis et al., 2008). Una de las rutas biosintéticas mas
importantes para las células proliferativas es la biosintesis de acidos grasos. Los
acidos grasos son necesarios para la biosintesis de las membranas celulares. La
sintesis de acidos grasos se produce a partir de acetil-CoA. El acetil-CoA se transporta
de la mitocondria al citoplasma en forma de citrato, alli es convertido de nuevo en
acetil-CoA mediante la liasa de ATP-citrato o Acly (del inglés, ATP citrate lyase). Si bien
la glucélisis no participa directamente en la produccién de este intermediario, tanto las
ESC (Knobloch et al., 2013; Vazquez-Martin et al., 2013) como las CSC (Menendez
and Lupu, 2007) presentan una expresion elevada de los genes que codifican para las
enzimas carboxilasa del acetil-CoA o Acc (del inglés, acetyl-CoA carboxylase) y la
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sintasa de acidos grasos o Fasn (del inglés, fatty acid synthase), cruciales en esta ruta
biosintética. La inhibicion quimica o mediante RNA de interferencia de Acly, Acc o Fasn
reduce drasticamente la proliferacion y supervivencia de células tumorales in vitro
(Menendez and Lupu, 2007) (Fig. 14).

Glucosa
GLUCOLISIS  Hk (ATP
1™ aop

G6pd . BIOSINTESIS DE
Glucosa-6-P 7 Ribosa-5-P —— NUCLEGTIDOS

NADP* NADPH

Y

Fructosa-6-P

ATP
Pfk | C rOp

Fructosa-1,6-BP

v

Gliceraldehido-3-P <« Dihidroxiacetona-P — Glicerol-3-P

o NAD D CZ ADP 1
% NADH ¢ | > 2 ATP )
. BIOSINTESIS DE )
/ 3-fosfoglicerato FOSFOLIPIDOS Y ___, BIOSINTESIS DE
/ /—’ TRIACILGLICEROLES ACIDOS GRASOS
|
\ v .
\ Fosfoenolpiruvato — Serina — Glicinay — BIOSiNTESIS DE Fasn CEQBﬁH
\ Pk C 2 ADP cisteina PROTEINAS
NAD*NADH [ ™2 ATP Malonil-CoA
Lactato L Piruvato «————— Malato
Ldh l ‘\ Acc
Alanina Pdh Acetil-CoA
l Piruvato — Acetil-CoA Oxaloacetato
. Acly
BIOSINTESIS i ] i
DE PROTEINAS Oxaloacetato Citrato —— Citrato BIOSINTESIS
{ DE PROTEINAS
Malato Ciclo de Isocitrato Arginina y prolina
Krebs T

Succinato  a-Cetoglutarato ﬂ Glutamato & Glutamina
w_/

GLUTAMINOLISIS

Figura 14. Relacion de rutas metabdlicas en células proliferativas. Las células proliferativas
mantienen una alta tasa glucolitica, y no exclusivamente por razones energéticas: la glucdlisis es crucial
para proporcionar intermediarios de algunas rutas anabdlicas para favorecer la biosintesis de nucledtidos,
membranas y proteinas. Los sustratos marcados en rojo corresponden a aquellos metabolitos de la
glucdlisis que actian como intermediarios de otras rutas biosintéticas. Se muestran algunos de los
enzimas clave para el cambio metabdlico que sufren estas células: Acc, carboxilasa del acetil-CoA; Acly,
liasa de ATP-citrato; G6pd, deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato; Glud, deshidrogenasa del glutamato;
Gls, glutaminasa; Fasn, sintasa de acidos grasos; Hk, hexoquinasa; Ldh, deshidrogenasa del lactato; Pdh,
deshidrogenasa del piruvato; Pfk, fosfofructoquinasa; Pk, quinasa del piruvato.
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La deplecion de acetil-CoA del ciclo de Krebs para la biosintesis de acidos
grasos hace que rutas como la glutaminolisis jueguen un papel crucial en el
metabolismo de este tipo de células. La glutaminolisis es una ruta anapletérica que
garantiza el correcto funcionamiento del ciclo de Krebs en ausencia de algunos
intermediarios del ciclo. El funcionamiento del ciclo de Krebs en células proliferativas
es importante dado que diversos metabolitos de éste participan como intermediarios
en otras rutas biosintéticas (Lunt and Vander Heiden, 2011) (Fig. 14).

En general, este tipo de células poseen un programa transcripcional tal que
asegura una alta expresion de las enzimas y/o transportadores que participan en la
glucdlisis para favorecer la acumulacion de los intermediarios que entran en las rutas
anabdlicas. Esta acumulacion de intermediarios garantiza una alta tasa de produccion
de estas rutas biosintéticas. La acumulacién de lactato es, pues, la consecuencia de
esta premisa metabolica (Lunt and Vander Heiden, 2011) (Fig. 14).

Las ESC, ademas de otros tipos de células madre, encajan, pues, en esta
descripcion, presentando un metabolismo fundamentalmente glucolitico (Shyh-Chang
et al., 2013). La glucdlisis y su relacion con el resto de rutas anabdlicas juegan un
papel tan importante que su regulaciéon afecta al grado de pluripotencia de estas
células. Asi, se ha descrito que la estimulacion de la glucdlisis en células pluripotentes
mediante condiciones de hipoxia (Ezashi et al., 2005; Mohyeldin et al., 2010), la
inhibicion de la OXPHOS (Varum et al., 2009) o la adicién de insulina (Chen et al.,
2011a) favorecen su autorrenovacion. De hecho, el nucleo de control de la
pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog, comparte multitud de /oci de unién con Stat3,
regulador central del cambio metabdlico, de OXPHOS a glucdlisis (Folmes et al.,
2012).

La regulacion de las rutas biosintéticas también es importante en ESC. Las ESC
deficientes en la deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato o G6pd (del inglés, glucose-6-
phosphate dehydrogenase), enzima clave de la ruta de las pentosas fosfato, poseen
cierta tendencia a diferenciarse hacia endodermo (Manganelli et al., 2012). También ha
sido descrito que la inhibiciébn quimica de esta ruta favorece la diferenciacion
miogénica (Bracha et al., 2010). La activacion de la Fasn en células madre neurales es
crucial para garantizar su proliferaciéon y, por tanto, su autorrenovacion (Knobloch et
al., 2013). Su silenciamiento junto al de la Acc en ESC favorece la pérdida de la
pluripotencia y su diferenciacion (Vazquez-Martin et al., 2013). La alta tasa de
produccion de acetil-CoA en ESC parece ser importante también en el mantenimiento
del patron de acetilacion de histonas (Moussaieff et al., 2015). Asi, la inhibicion de la
Acly reduce los niveles de acetil-CoA y la acetilacion, induciendo diferenciaciéon

43



Introduccion

miogénica de las ESC (Bracha et al., 2010). Esta deplecién del acetil-CoA de la
mitocondria genera una dependencia de la glutaminolisis, como ruta anapletérica, en
ESC para su supervivencia y mantenimiento de la pluripotencia (Carey et al., 2015;
Tohyama et al., 2016).

Curiosamente, existe un estado metabdlico dual dentro de la pluripotencia
celular. A diferencia de las ESC en el estado condicionado, que son fundamentalmente
glucoliticas, las ESC en el estado naif presentan una cierta actividad OXPHOS (Zhou
et al., 2012). Este hecho remarca la funcionalidad de las mitocondrias de estas células
y recuerda al desarrollo embrionario: el punto algido de la glucdlisis se alcanza durante
la implantacion, no en la ICM. Este cambio metabdlico esta dirigido por el factor 1
inducible por hipoxia o Hif1 (del inglés, hypoxia inducible factor 1) que durante la
transicién celular reduce la expresién de los complejos de la cadena de transporte
electrénico y activa la expresion de la deshidrogenasa del lactato o Ldh (del inglés,
lactate dehydrogenase) o la quinasa de la deshidrogenasa del piruvato o Pdk (del
inglés, pyruvate dehydrogenase kinase) (Zhou et al., 2012). Los factores inducibles por
hipoxia son unos de los principales factores de transcripcion que favorecen la
conversion del metabolismo oxidativo al glucolitico, tanto en cancer (Semenza, 2012)
como en el estado pluripotente (Ito and Suda, 2014). Uno de los pasos clave en esta
conversion metabdlica es la reduccion de la actividad de Pdh, la enzima que cataliza la
reaccion de piruvato a acetil-CoA, favoreciendo su entrada en el ciclo de Krebs. Hif1
activa a Pdk, la cual fosforila a Pdh, reduciendo su actividad (Kim et al., 2006). Se ha
descrito una relacién de interdependencia entre la expresion de los factores inducibles
por hipoxia y el nucleo transcripcional de la pluripotencia: Oct4, Sox2 y Nanog (Teslaa
and Teitell, 2015). Ademas, las ESC humanas en el estado condicionado presentan
una alta expresion de la proteina desacoplante 2 o UCP2 (del inglés, uncoupling
protein 2), que favorece el transporte retrogrado del piruvato desde la mitocondria al
citoplasma, reduciendo la fosforilacion oxidativa (Vozza et al., 2014). Esta proteina
tiende a silenciarse durante la diferenciacion para favorecer la conversion metabdlica
hacia el estado oxidativo en ESC humanas (Zhang et al., 2011).

El motivo de este cambio metabdlico entre el estado naif-oxidativo y el estado
condicionado-glucolitico de las ESC todavia no esta claro. La activacion de los
factores inducibles por hipoxia puede indicar que la concentracion de oxigeno no es
suficiente como para mantener activa la cadena de transporte electrénico durante la
implantacion. La baja actividad de la OXPHOS en las ESC reduce los niveles de
especies reactivas del oxigeno o ROS (del inglés, reactive oxygen species), que
aumentan durante la diferenciacién (Cho et al., 2006). Una baja cantidad de ROS en
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ESC favoreceria su estabilidad genémica. Otra posibilidad es que las mitocondrias de
las ESC en el estado condicionado estén hiperpolarizadas, dado que el potencial de
membrana mitocondrial no es consumido por la ATP sintasa mitocondrial (Armstrong et
al., 2010; Chung et al., 2007; Folmes et al., 2011). Esta hiperpolarizacion actuaria
como reservorio de energia para producir grandes cantidades de ATP una vez
comienza la diferenciacion hacia las tres capas germinales tras la implantacion. En
este sentido, las ESC con un elevado potencial de membrana mitocondrial poseen una
mayor capacidad de formacién de teratomas (Schieke et al., 2008).

4.3. Reprogramacion metabdlica: de la OXPHOS a la glucdlisis

Durante el desarrollo embrionario o la diferenciacion in vitro de las ESC, se
produce un cambio metabdlico de glucdlisis a OXPHOS. Las iPSC, al igual que sus
analogas, las ESC, poseen un metabolismo fundamentalmente glucolitico (Folmes et
al., 2013; Folmes et al., 2011; Varum et al., 2011). La reprogramacién celular, pues,
implica el proceso inverso a la diferenciacion: una reconversion metabdlica desde un
estado somatico-oxidativo hasta el estado pluripotente-glucolitico. Esta conversion
acompana al cambio en la morfologia mitocondrial descrito anteriormente (Folmes et
al., 2011; Panopoulos et al., 2012) (Fig. 15).

Durante la reprogramacion celular, se han descrito cambios a nivel
transcripcional y epigenético para reconfigurar el metabolismo de la glucosa. Esto
incluye la activacion de la expresion en iPSC de genes que participan en diferentes
etapas de la glucdlisis o la ruta de las pentosas fosfato (Prigione et al., 2011; Varum et
al.,, 2011). La activacion de la glucdlisis junto a la inhibicion de la OXPHOS va
acompafiada de una hiperpolarizacién de las mitocondrias en las células, como ocurre
en las ESC en el estado condicionado (Folmes et al., 2011). Asi, células que presentan
una mayor capacidad glucolitica y menor capacidad oxidativa son mas propensas a la
reprogramacion celular (Panopoulos et al., 2012). En ese sentido, la induccién de la
glucolisis mediante compuestos quimicos (Zhu et al., 2010), condiciones de hipoxia
(Yoshida et al., 2009), la inhibicion de p53 (Krizhanovsky and Lowe, 2009) o la adicion
de intermediarios de la glucdlisis (Folmes et al.,, 2012) aumentan la reprogramacion
celular, mientras que su inhibicién o la activacion de la OXPHOS la reducen (Folmes et
al., 2011; Son et al., 2013a; Zhu et al., 2010). Al igual que en el mantenimiento de la
pluripotencia, los factores inducibles por hipoxia son cruciales en el cambio metabdlico
de la OXPHOS a la glucdlisis durante la primera fase de la reprogramacion celular,
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activando la expresion de Pdk y la quinasa del piruvato o Pk (del inglés, pyruvate
kinase) (Mathieu et al., 2014; Prigione et al., 2014).

Anadlisis transcriptomicos (Buganim et al., 2012; Polo et al., 2012) y protedmicos
(Hansson et al., 2012) han detectado cambios en la expresion de proteinas implicadas
en esta transicion metabdlica durante la fase estocastica de la reprogramacién, no
obstante, muy poco se conoce acerca de los mecanismo celulares y/o moleculares
que subyacen a esta transicion.
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Figura 15. Reconversion metabodlica y mitocondrial durante la reprogramacion celular. La
reprogramacion celular implica un proceso inverso a la diferenciacion: una reconversion metabdlica desde
la OXPHOS hacia la glucdlisis. El incremento de la proliferacion de las células en reprogramacion hace
que la activacion de la glucdlisis y la inhibicién de la OXPHOS sea un paso crucial en la acumulacion de
intermediarios para la rutas biosintéticas. Esta conversién acompafia al cambio en la morfologia
mitocondrial.
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La reprogramacién celular es un proceso ineficiente. Durante esta conversion
celular, desde el estado somatico al estado pluripotente, se produce una profunda
transformacion del fenotipo celular. Las numerosas barreras celulares y moleculares
que deben sortear las células hacen que muchas no alcancen el estado de iPSC.
Algunas de las diferencias entre ambos estados son la dinamica mitocondrial y el
metabolismo celular: la célula somatica tiene que modificar su red mitocondrial, desde
una morfologia tubular a otra fragmentada, y reconvertir su metabolismo, desde un
estado oxidativo a otro glucolitico. Este cambio mitocondrial y metabdlico puede ser
una barrera mas hacia la pluripotencia celular. Su estudio y comprension no sélo
permitira conocer y controlar mejor el proceso, sino también facilitar y mejorar esta
potente técnica para su uso en terapia celular.

Por este motivo, el objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares que subyacen al cambio en la dinamica
mitocondrial y el metabolismo celular que sufren las células durante la reprogramacion
celular. Para lograr este propdsito, se pretende conseguir los siguientes objetivos
particulares:

1. Monitorizar el cambio en la dinamica mitocondrial y el metabolismo en los
intermediarios celulares durante las fases estocastica y determinista de la
reprogramacion celular.

2. Caracterizar los mecanismos moleculares que subyacen a la reconversion
mitocondrial y metabdlica.

3. Identificar qué proteinas participan en estos mecanismos y su regulacion.
4. Analizar el papel de los factores de Yamanaka durante esta reconversion.

5. Determinar la importancia de estos procesos durante la progresion de la
reprogramacion celular.
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1. Cultivo celular

Todas las lineas celulares, cultivos primarios y ensayos con cultivo celular se
cultivaron en un incubador bajo condiciones de esterilidad, a una temperatura de 37 °C
y 5% de COa2. Se trabajoé con ellas en una cabina de flujo de bioseguridad de tipo Il
(Bio Il Advance, Teslar).

1.1. Cultivo primario de fibroblastos embrionarios de ratén

Los ratones (Mus musculus) utilizados para los cultivos primarios fueron
estabulados por géneros y camadas, en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, a una
temperatura constante de 20-22 °C, y con una dieta de acceso libre a pellets estandar
y agua (ad libitum). El manejo de los animales y todos los procedimientos
experimentales fueron llevados a cabo de acuerdo con la normativa vigente (86/609/
EEC y RD1201/2005), siguiendo los protocolos aprobados por el Comité Etico de la
Universidad de Valencia y bajo la supervision de la veterinaria jefe del Servicio de
Produccién Animal del Campus de Burjassot de la Universidad de Valencia. La cepa
de ratones utilizada en todos los ensayos fue C57BL/6J.

Para el cultivo primario de fibroblastos embrionarios de ratén o MEF (del inglés,
mouse embryonic fibroblasts), hembras gestantes a dia 13,5 de gestacién fueron
sacrificadas por desnucacion. Con la ayuda de pinzas, bisturi y tijeras quirurgicas, se
puso al descubierto el abdomen de las ratonas mediante un corte longitudinal desde la
zona posteroventral. El utero con los embriones fue extraido cortando el peritoneo con
la ayuda de unas tijeras. Se extrajeron los embriones uno a uno. La cabeza, el corazén
y las visceras de los mismos fueron desechados, y el resto del cuerpo sometido a
disgregacion mecanica mediante el uso de cuchillas. EI homogeneizado obtenido se
someti6 a disgregacion enzimatica mediante un tratamiento con tripsina/EDTA
(Biowest, L0930) a 37 °C durante 10-15 minutos. Tras la incubacion, y con la ayuda de
una micropipeta, se acabd de disgregar el homogeneizado mecanicamente. Todos los
embriones de cada hembra utilizada se disgregaron, mezclaron y cultivaron con medio
fresco para evitar la variacion entre individuos o sexos. Transcurridos 3-4 dias, los
cultivos primarios de MEF fueron utilizados o criopreservados (como pase 0). Los MEF
utilizados en los ensayos nunca estuvieron por encima de pase 3 y, previamente a su
uso, se filtraron a través de un filtro de 30 uym para descartar agregados. El medio de
cultivo para el mantenimiento de los MEF fue DMEM (Biowest, L0104) suplementado
con FBS 10% (v/v) inactivado por temperatura (55 °C durante 1 hora), L-glutamina 2
mM (Biowest, X0550) y penicilina/estreptomicina 1X (Biowest, L0022).
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1.2. Lineas celulares

La linea de células madre embrionarias E14Tg2a (Hooper et al., 1987) fue un
obsequio del Dr. Austin Smith (Wellcome Trust-Medical Research Council Cambridge
Stem Cell Institute, University of Cambridge, Cambridge, UK) y utilizada en todo
momento como control de pluripotencia en los experimentos asi indicados (ESC). El
medio de cultivo para el mantenimiento de las células E14Tg2a fue DMEM (Biowest,
L0104) suplementado con FBS 10% (v/v) testado para pluripotencia, L-glutamina 2 mM
(Biowest, X0550), penicilina/estreptomicina 1X (Biowest, L0022), aminoacidos no
esenciales 1X (Biowest, X0557), piruvato sédico 1 mM (Biowest, L0642), (-
mercaptoetanol 0,1 mM, y hLIF para el cultivo en el estado condicionado; o una
mezcla 1:1 de DMEM-F12 (Biowest, LO090) y Neurobasal (Thermo Fisher Scientific,
21103049) suplementada con L-glutamina 2 mM (Biowest, X0550), penicilina/
estreptomicina 1X (Biowest, L0022), aminoacidos no esenciales 1X (Biowest, X0557),
piruvato sodico 1 mM (Biowest, L0642), bicarbonato sdédico 0,1% (v/v) (Biowest,
LO680), suplemento B27 0,5X (Thermo Fisher Scientific, 12587010), solucién de
hormonas 0,5X, B-mercaptoetanol 0,1 mM, hLIF, inhibidor de Mek1/2 PD0325901 1 yM
(Stemgent, 04-0006) e inhibidor de Gsk3 CHIR99021 3 pM (Stemgent, 04-0004) para
el cultivo en el estado naif (Ying et al., 2008). La soluciéon de hormonas 10X consiste
en DMEM-F12 (Biowest, X0550) suplementado con D(+)-glucosa 6 mg/ml, bicarbonato
sédico 1 mg/ml (Biowest, L0680), tampon HEPES 5 mM (Biowest, L0180), insulina 50
pug/ml  (Sigma-Aldrich, 11882), apo-transferrina 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, T1147),
progesterona 60 ng/ml (Sigma-Aldrich, P8783), putrescina 160 pg/ml (Sigma-Aldrich,
P5780), selenito de sodio 0,3 uM (Sigma-Aldrich, S5261) y albimina de suero bovino o
BSA (del inglés, bovine serum albumin) 0,5 mg/ml (Thermo Fisher Scientific,
15260037).

La linea de células madre embrionarias CCE1.19 fue un obsequio del Dr. Max
Gassmann (University of Zurich, Zurich, Switzerland) (Gassmann et al., 1995) y
utilizada para la expresion y mantenimiento de la construccion pPYCAG-IP-Flag-Drp1
en el analisis de las modificaciones post-traduccionales de Drp1. La linea celular
CCE1.19 contiene el gen del antigeno T grande del virus SV40, permitiendo el
mantenimiento de vectores exdégenos que contengan origenes de replicacién del virus
SV40 como episomas. El medio de cultivo para el mantenimiento de las células
CCE1.19 fue el mismo que para la linea E14Tg2a en el estado condicionado con
neomicina 200 pg/ml (Sigma-Aldrich, N1142).

La lineas de células madre pluripotentes inducidas fueron obtenidas en el
laboratorio siguiendo el protocolo estandar de Yamanaka (Takahashi et al., 2007a) a
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partir de MEF con fondo genético C57BL/6J. Las lineas fueron establecidas a partir del
aislamiento de las colonias generadas a dia 25-30 del proceso y caracterizadas
molecular y funcionalmente. Las lineas que pasaron los test de calidad (ver mas
adelante) fueron utilizadas como control de pluripotencia en los experimentos asi
indicados (iPSC). Los medios de cultivo utilizados fueron los mismos que para la linea
E14Tg2a previamente descritos.

La linea celular SNL fue obtenida de Cell Biolabs (CBA-316) y utilizada como
capa de soporte trofico para las iPSC durante los ensayos de reprogramacion celular.
Las células SNL fueron derivadas a partir de la linea celular STO al introducir el gen de
resistencia a neomicina y el gen que codifica para hLIF (McMahon and Bradley, 1990).
El medio de cultivo para el mantenimiento de las células SNL fue DMEM (Biowest,
L0104) suplementado con FBS 10% (v/v) inactivado por temperatura (55 °C durante 1
hora), L-glutamina 2 mM (Biowest, X0550) y penicilina/estreptomicina 1X (Biowest,
L0022).

La linea celular Platinium-E o Plat-E fue obtenida de Cell Biolabs (RV-101) y
utilizada para la generaciéon de retrovirus ecotropicos. Las células Plat-E contienen los

genes gag, pol y env que codifican para las estructuras proteicas retrovirales (Morita et
al., 2000). El medio de cultivo para el mantenimiento de las células Plat-E fue DMEM
(Biowest, L0104) suplementado con FBS 10% (v/v) inactivado por temperatura (55 °C
durante 1 hora), L-glutamina 2 mM (Biowest, X0550), penicilina/estreptomicina 1X
(Biowest, L0022), puromicina 1 ug/ml (Sigma-Aldrich, P8833) y blasticidina-S 10 ug/ml
(Sigma-Aldrich, 15205).

2. Plasmidos y esiRNA

Las construcciones retrovirales pMXs-Oct4 (#13366), pMXs-Sox2 (#13367),
pMXs-Kif4 (#13370) y pMXs-c-Myc (#13375), codificando para las formas murinas de
los cuatro factores de Yamanaka utilizados para la reprogramacion, fueron obtenidas
del banco de plasmidos Addgene. La construccién pcDNA-Drp1WT (Addgene, #34706)
fue un obsequio del Dr. David Chan (California Institute of Technology, Pasadena,
USA). La construccion retroviral pMXs-IP-Gfp-Lc3b (Hara et al., 2008) (#38195)
también fue obtenida del banco de plasmidos Addgene. EI cDNA codificante para la
version de rata de Dusp6 fue un obsequio del Dr. Rafael Pulido (BioCruces, Hospital
Universitario Cruces, Barakaldo, Espafia).
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Drp1WT y Dusp6 fueron subclonados en el vector retroviral pMXIiE por PCR
convencional (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase; Thermo Fisher Scientific,
F530S). Drp1WT etiquetado con el epitopo Flag fue subclonado en pPYCAG-IP
mediante el mismo sistema para su expresion en ESC. Los vectores pMXIE y
pPYCAG-IP fueron un obsequio de la Dra. Helena Mira (Instituto de Salud Carlos llI,
Madrid, Espafa) y el Dr. Austin Smith (Wellcome Trust-Medical Research Council
Cambridge Stem Cell Institute, University of Cambridge, Cambrdige, UK),
respectivamente. pMXIE contiene una secuencia IRES seguida del cDNA de Gfp (del
inglés, green fluorescent protein), y pPYCAG-IP una secuencia IRES seguida del
cDNA del gen de resistencia a la puromicina.

Los vectores retrovirales pMXIE-Drp1X38A y pMXIE-Drp 155790 fueron obtenidos
por mutagénesis dirigida usando el kit In-Fusion HD EcoDry (Clontech, PT5165-1) a
partir de pMXIE-Drp1WT.

Los siRNA preparados por endoribonucleasas o esiRNA (del inglés,
endoribonuclease-prepared siRNAs) contra Gfp (EHUEGFP), como control, Drp1
(EMUO084221) o Atpif1 (EMU046561) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

3. Ensayos in vitro
3.1. Transduccion con retrovirus

Células Plat-E (Morita et al., 2000) fueron sembradas sobre placas a una
densidad de 1,5 x 105 células/cm? en medio sin puromicina ni blasticidina-S. Al dia
siguiente, se cambidé el medio y las células fueron transfectadas. Para una placa de
100 mm: sobre 1 ml de medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, 31985070) se
afiadieron 20 ug del DNA retroviral de interés y 60 pyL de una disolucion estéril de PEI
1 mg/ml (polietilenimina; Polysciences, 23966) para formar los complejos DNA-PEI
(relacion 1:3). Tras 25 minutos, los complejos se anadieron sobre las células Plat-E
gota a gota. Después de 16 horas de incubacion, se cambid el medio del cultivo. Al dia
siguiente, el medio de cultivo que contenia los retrovirus fue recogido, filtrado por un
filtro estéril de 0,45 um, mezclado con polibreno (bromuro de hexadimetrina; Sigma-
Aldrich, H9268) a una concentracion final de 4 ug/ml, y diluido con medio fresco (de
1:3 a 1:5) antes de anadirlo a las células a transducir. Las células receptoras (MEF)
fueron sembradas el dia anterior a su transduccion a una densidad de 1,5 x 104
células/cm? en medio para MEF.
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3.2. Ensayos de reprogramacion celular

Células Plat-E fueron sembradas y transfectadas con los factores retrovirales
pMXs-Oct4, pMXs-Sox2, pMXs-Kif4 o pMXs-c-Myc. El dia anterior a la transduccion,
los MEF fueron sembrados a una densidad de 1,5 x 10* células/cm? sobre placas
gelatinizadas* en medio para MEF. Los retrovirus fueron recogidos, filtrados,
mezclados con polibreno y mezclados entre si a una relacién 1:1:1:1 antes de ser
afiadidos sobre las células. Al dia siguiente (dia 1), el medio con retrovirus fue
sustituido por medio fresco. A partir del dia 3-4 de reprogramacion, las células fueron
cultivadas en medio DMEM (Biowest, L0104) suplementado con FBS 15% (v/v)
testado para pluripotencia, L-glutamina 2 mM (Biowest, X0550), penicilina/
estreptomicina 1X (Biowest, L0022), aminoacidos no esenciales 1X (Biowest, X0557),
piruvato sddico 1 mM (Biowest, L0642), B-mercaptoetanol 0,1 mM y hLIF (Takahashi et
al., 2007a). Los ensayos de reprogramacion en presencia de un quinto factor (Lc3b,
Drp1, Dusp6, etc.) fueron realizados 48 horas después de la transduccién del factor
indicado.

A los dias indicados, las células transducidas fueron sometidas a diferentes
tratamientos o ensayos: inmunofluorescencia, andlisis de proteinas, transfeccién con
esiRNA, analisis y/o separacion por citometria de flujo, microscopia electrénica,
analisis por qPCR o analisis de metabolitos (ver mas adelante).

Cuando se indique, las condiciones OSK o c-Myc se utilizaron en los diferentes
ensayos o procedimientos, pero nunca para reprogramar. La transducciéon con OSK se
realizé a una relacion 1:1:1 de los 3 factores. c-Myc se diluyé a una proporcion 1:3 con
medio fresco.

A los dias indicados, las células transducidas fueron tratadas con los diferentes
inhibidores: inhibidor de Drp1 Mdivi-1, 50 uM (Merck Millipore, 475856); inhibidor de
Mek1/2 PD0325901, 1 uM (Stemgent, 04-0006); inhibidor de Cdk1 RO-3306, 10 uM
(Tocris, 4181); inhibidor de Fasn C75, 200 uM (Tocris, 2489); inhibidor de G6pd
dehidroepiandrosterona o DHEA, 100 uyM (SelleckChem, S2604); o activador de Ampk
metformina, 10 mM (Merck Millipore, 317240).

Cuando los ensayos de reprogramacién se llevaron a término, las células
transducidas con OSKM fueron disgregadas con tripsina/EDTA (Biowest, L0930),
resuspendidas y sembradas a una densidad de 2,4 x 103 células/cm? sobre células
SNL (4,5 x 10* células/cm?) inactivadas con mitomicina C 4 ug/ml (Sigma-Aldrich,

4 Placas tratadas con una disolucion estéril de gelatina 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich, G1890) a 37 °C durante
30 minutos como minimo.
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M4287) durante 2-3 horas. Tras 20-25 dias de reprogramacion, los cultivos fueron
sometidos a una tincion de fosfatasa alcalina para determinar la eficiencia de
reprogramacion o utilizados para aislar colonias de forma individual para su posterior
analisis (ver mas adelante). El aislamiento de clones de iPSC fue realizado mediante
seleccion de visu, atendiendo a la morfologia de las colonias. Con la ayuda de una
lupa binocular y una aguja hipodérmica, las colonias fueron recogidas de los cultivos e
incubadas en 50 pL de tripsina/EDTA (Biowest, L0930) a 37 °C durante 10-15 minutos.
Tras la incubacion, las células fueron disgregadas con la micropipeta y sembradas
sobre placas multipocillo recubiertas de células SNL inactivadas con mitomicina C 4
Mg/ml (Sigma-Aldrich, M4287). Los clones supervivientes fueron cultivados con los
medios de ESC para el estado condicionado y/o naif, y sometidos a su caracterizacion
molecular y funcional (Fig. 51). Las lineas que pasaron los test de calidad fueron
utilizadas como control de pluripotencia en los experimentos asi indicados (iPSC).

3.3. Transfeccion con esiRNA

MEF transducidos con OSKM fueron transfectados a dia 1 y 3 del proceso. A dia
1, el medio con retrovirus fue remplazado por medio fresco y las células fueron
transfectadas con Lipofectamina RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific, 13778075),
siguiendo las recomendaciones del proveedor. Al dia siguiente, el medio fue
remplazado por medio fresco. A dia tres, los MEF transducidos fueron transfectados de
forma reversa: las células fueron disgregadas con tripsina/EDTA (Biowest, L0930),
resuspendidas y sembradas al mismo tiempo que se repetia el proceso de
transfeccién con Lipofectamina RNAIMAX. A los dias indicados, las células fueron

utilizadas para los diferentes ensayos: inmunofluorescencia, analisis de mRNA o
proteinas, o ensayos de reprogramacién celular (ver mas adelante).

3.4. Transfeccion de ESC

Para la expresién constitutiva de Drp1 (pPYCAG-IP-Flag-Drp1) en ESC, se
realizd6 una transfeccion reversa sobre células CCE1.19: las células fueron
disgregadas con tripsina/EDTA (Biowest, L0930), resuspendidas y sembradas sobre
placas gelatinizadas® a un densidad de 1 x 105 células/cm?. Sobre el cultivo se afiadié
el DNA (1 ug/108 células) mezclado con Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific,

5 Placas tratadas con una disolucion estéril de gelatina 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich, G1890) a 37 °C durante
30 minutos como minimo.
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11668027) a una ratio 1:3 en Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, 31985070). Al dia
siguiente, se renové el medio con medio fresco y, 48 horas tras la transfeccion, se
afadié puromicina a una concentracion final de 2 ug/ml para seleccionar la poblacion
de células que contenian el vector. Cuando el cultivo llegé a la semiconfluencia, se
sometio a las células a lisis celular. Los lisados celulares fueron utilizados para llevar a
cabo un fraccionamiento subcelular, una inmunoprecipitacion y el analisis protedmico
de las modificaciones post-traduccionales de Drp1 (ver mas adelante).

3.5. Ensayo de diferenciacion hacia las tres capas germinales por “gota
colgante”

Células ES o iPS fueron disgregadas con tripsina/EDTA (Biowest, L0930) y
resuspendidas a una concetraciéon de 3 x 10* células/ml en medio de diferenciacion. La
solucion de células fue dispuesta en forma de gota (20-50 uL) sobre placas de baja
adherencia recubiertas con poli-HEMA (poli-2-hidroxietil metacrilato; Sigma-Aldrich,
P3932). Las placas fueron invertidas e incubadas durante 3 dias para formar los
cuerpos embrioides o EB (del inglés, embryoid bodies). Al dia 3 del ensayo, la posicion
de las placas se restablecid, se anadid medio fresco y se cultivaron los EB en
suspension. A dia 7 del ensayo, algunos EB fueron utilizados para obtener RNA y
analizarlo por qPCR (ver mas adelante), y otros fueron sembrados sobre placas de
alta adherencia. Tres dias tras la siembra (dia 10 del ensayo), el cultivo fue fijado y

analizado por inmunofluorescencia (ver mas adelante).

El medio de diferenciacion utilizado fue DMEM (Biowest, L0104) con FBS 20%
(v/v) inactivado por temperatura (55 °C durante 1 hora), L-glutamina 2 mM (Biowest,
X0550), penicilina/estreptomicina 1X (Biowest, L0022), aminoacidos no esenciales 1X
(Biowest, X0557), piruvato sddico 1 mM (Biowest, L0642) y B-mercaptoetanol 0,1 mM.

3.6. Ensayo de actividad deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato

La actividad deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato se cuantifico mediante
espectofotometria, midiendo el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la
reduccion de NADP* en presencia de glucosa-6-fosfato. Las células, tratadas como se
indique en el texto, fueron despegadas de la placa y resuspendidas en una disolucion
fria de Igepal 630 0,3% (v/v) e inhibidores de proteasas 1X (Roche, 11636145001) en
PBS. La suspension de células fue sonicada 3 veces durante 30 segundos a 4 °C con
intervalos de 1 minuto en un sonicador Diagenode Bioruptor. Los lisados fueron
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purificados por centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. La
concentracién de proteinas en los sobrenadantes se cuantific6 mediante un ensayo
colorimétrico con el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, 23228),
siguiendo las instrucciones del proveedor. ElI tampdn de reaccién consistio en una
disolucién de Tris-HCI 30 mM, pH 7,5, MgCl> 6 mM, NADP* 0,5 mM, glucosa-6-fosfato
1 mM, y diferentes cantidades de extracto enzimatico en un volumen final de 1 ml. La
reaccion enzimatica comenzo con la adicion del extracto enzimatico y se cuantificod a
temperatura ambiente, midiendo la absorbancia a 340 nm durante 5 minutos en un
espectofotometro Shimadzu UV 1800. La actividad deshidrogenasa de la glucosa-6-
fosfato fue calculada a partir de las pendientes obtenidas y expresada en nanomoles
de NADPH producidos por minuto y por miligramo de proteina.

4. Analisis celular por microscopia
4.1. Inmunofluorescencia

A los dias indicados, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos
gelatinizados® en placas multipocillo, tratadas como se indique en el texto, y fijadas
durante 20 minutos a temperatura ambiente con una disolucion de PBS con
paraformaldehido 4% (p/v). Seguidamente, las células fueron permeabilizadas durante
10 minutos con una disolucion de PBS con Triton X-100 0,5% (v/v), bloqueadas
durante 1 hora con tampdn de bloqueo, una disolucion de PBS con BSA 3% (p/v), e
incubadas durante toda la noche a 4 °C con los respectivos anticuerpos primarios en
tampon de bloqueo. Al dia siguiente, las células fueron lavadas con PBS (4 lavados,
15 minutos cada uno) e incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente en
tampon de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Después
de lavar el anticuerpo secundario, las células fueron incubadas con DAPI (4’,6-
diamino-2-fenilindol; Thermo Fisher Scientific, D1306) durante 5 minutos, lavadas con
PBS, enjuagadas con agua, montadas con medio de montaje FluorSave (Merck
Millipore, 345789) y analizadas por microscopia confocal (ver mas adelante). La
informacion sobre los anticuerpos utilizados se indica en las tablas 1y 2.

Para la deteccion de los filamentos de Actina F, las células fueron incubadas con
faloidina conjugada a Alexa Fluor-488 o —555 (Thermo Fisher Scientific, A12379 o
A22283, respectivamente) a una diluciéon 1:50 en tampdn de bloqueo.

6 Cubreobjetos tratados con una disolucion estéril de gelatina 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich, G1890) a 37 °C
durante 30 minutos como minimo.
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Para el analisis de la autofagia y/o mitofagia, previamente al desarrollo de la
inmunofluorescencia, las células fueron incubadas en cloroquina 50 uM (Sigma-
Aldrich, C6628) en medio de cultivo durante 4 horas a 37 °C.

Para el analisis de proliferacién celular, las células indicadas fueron incubadas
con 5-bromo-2’-desoxiuridina 2-5 uM (BrdU) en el medio de cultivo a 37 °C durante 10
minutos. Inmediatamente, las células fueron lavadas con PBS, fijadas con una
disolucion de PBS con paraformaldehido 4% (v/v) durante 20 minutos a temperatura
ambiente, y lavadas con PBS. Después, las células fueron incubadas con una
disolucion de acido clorhidrico 2 N durante 10-15 minutos a 37 °C y lavadas en una
disolucion de borato sédico 0,1 M, pH 8,5 durante 10-15 minutos a 37 °C. Las células
se incubaron en PBS durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se procedié a
seguir el protocolo de inmunofluorescencia previamente descrito a partir de la fijacion.
Las células fueron analizadas mediante el sistema de alto rendimiento IN Cell Analyzer
2000 (ver mas adelante). La informacion sobre los anticuerpos utilizados se indica en
las tablas 1y 2.

4.2. Tincion de fosfatasa alcalina

Cuando los ensayos de reprogramacion celular llegaron a su fin, dia 20-25 del
proceso, se retird el medio de cultivo, se lavaron las placas con PBS y se fijaron las
células con metanol durante 2 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente
después, se lavaron las placas con una disolucion de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5-8,7 (3
veces, 10 minutos cada lavado). Tras los lavados, se incubaron las placas con el
reactivo, una disolucién de Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, fosfato de naftol 0,1 mg/ml, N,N-
dimetilformamida 0,5% (v/v), cloruro de magnesio 2 mM y sal fast red 0,6 mg/ml, en
oscuridad hasta la aparicion del precipitado rojo. Tras su aparicién, las placas fueron
lavadas con PBS vy fotografiadas. El nimero de colonias se cuantifico con la ayuda de
una lupa binocular.

4.3. Analisis por microscopia confocal

Las imagenes de microscopia confocal mostradas fueron adquiridas usando un
microscopio confocal Fluoview FV10iW equipado con los laseres de 405 nm, 488 nmy
633 nm (Olympus). Las imagenes, las reconstrucciones en 3 dimensiones y las
representaciones por colores fueron tratadas y generadas usando los programas
Imaged (National Institutes of Health) y FV10-ASW 2.1 Viewer (Olympus). Todas las
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imagenes fueron compiladas usando el programa Adobe lllustrator CC (Adobe
Systems, Inc.).

La colocalizacién de Tom20 y Gfp-Lc3b o Tom20 y Drp1 fueron evaluadas
calculando el coeficiente de correlacion de Pearson o PCC (del inglés, Pearson’s
Correlation Coefficient) usando la aplicacién de acceso libre JACoP (http://
rsb.info.nih.gov/ij/plugins/track/jacop.html) para ImagedJ (Bolte and Cordelieres, 2006).

4.4. Analisis por microscopia electrénica de transmision

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron fijadas durante 30
minutos a 4 °C con una disoluciéon de tampén fosfato 0,1 M, pH 7,4 con glutaraldehido
2% (p/v). Seguidamente, se realiz6 una segunda fijacién con una mezcla de osmio 1%
(p/v) y ferrocianuro potasico 1% (p/v) en agua durante 30 minutos. Las muestras
fueron deshidratadas con etanol y éxido de propileno, y embebidas en resina TAAB
(TAAB Laboratories, T002). Los bloques de resina fueron seccionados en cortes de 2
micras y tefiidos con azul de toluidina para identificar las células mesenquimales y las
colonias epiteliales en las muestras. Las secciones de interés fueron re-embebidas en
resina TAAB y seccionadas en cortes ultra-finos de 80-90 nm. Las secciones ultra-finos
fueron tenidas con citrato de plomo y analizadas en un microscopio electronico JEOL
JEM-1010 (JEOL USA, Inc.). Todas las imagenes fueron analizadas, procesadas y
compiladas con los programas Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems, Inc.), ImageJ
(National Institutes of Health) y Adobe lllustrator CC (Adobe Systems, Inc.),

respectivamente.

4.5. Analisis de alto rendimiento por microscopia IN Cell Analyzer

Para el andlisis de alto rendimiento se utilizaron placas multipocillo Nunc
(Thermo Fisher Scientific, 146485). Las imagenes fueron capturadas mediante un
microscopio IN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare, Inc.) con un objetivo 40X. Las
imagenes fueron segmentadas y analizadas con el programa IN Cell Investigator (GE
Healthcare, Inc.). Para el analisis, las células y los ndcleos fueron definidos mediante
la marca nuclear (DAPI). Se realiz6 una segmentacion nuclear tipo “top-hat’, con una
area nuclear minima de 50 ym?. Para definir la segmentacion celular, fue utilizada una
segmentacion rutinaria en collar. Para el analisis del marcaje de BrdU, se analizé la
intensidad media de los pixeles dentro de la regién definida como nucleo. Una vez
cada célula tenia asociado un valor de intensidad media para su region nuclear, se
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prefijé un umbral de intensidad para clasificarlas en poblaciones positivas o negativas.
El programa asigno un valor positivo o negativo a cada célula en funcion de una sefial
por encima o por debajo del umbral, respectivamente.

5. Analisis celular por citometria de flujo
5.1. Analisis de masa mitocondrial

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron disgregadas con
tripsina/EDTA (Biowest, L0930), filtradas con un filtro de 30 ym, resuspendidas en
solucion de citometria, una disolucion de PBS con FBS 2% (v/v), incubadas con el
marcador mitocondrial independiente de potencial de membrana Mitotracker Green FM
(Thermo Fisher Scientific, M7514) a una concentracion final de 100 nM y analizadas
por citometria de flujo. Justo antes del andlisis, se afadié una disolucién de yoduro de
propidio (Thermo Fisher Scientific, P3566) a una concentracion final de 2 ug/ml para
excluir del analisis las células muertas. Las medidas se tomaron con los citometros BD
FACSCanto Il o BD FACSVerse (BD Biosciencies) y los resultados se analizaron con el
programa FlowdJo (Tree Star, Inc.). Se tomaron al menos 10.000 eventos celulares de
cada muestra.

5.2. Analisis de gotas lipidicas

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron disgregadas con
tripsina/EDTA (Biowest, L0930), filtradas con un filtro de 30 ym, resuspendidas en
solucion de citometria, una disolucion de PBS con FBS 2% (v/v), incubadas con el
marcador de gotas lipidicas de acidos grasos no polares Bodipy 493/503 (4,4-
difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno; Thermo Fisher Scientific,
D3922) a una concentracién final de 10 yg/ml y analizadas por citometria de flujo.
Justo antes del analisis, se afadid una disolucion de yoduro de propidio (Thermo
Fisher Scientific, P3566) a una concentracion final de 2 ug/ml para excluir del analisis
las células muertas. Las medidas se tomaron con los citometros BD FACSCanto Il o
BD FACSVerse (BD Biosciencies) y los resultados se analizaron con el programa
FlowJo (Tree Star, Inc.). Se tomaron al menos 10.000 eventos celulares de cada
muestra.

63



Material y métodos

5.3. Separacion de células basada en la expresion de Thy1

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron disgregadas con
tripsina/EDTA (Biowest, L0930), filtradas con un filtro de 30 um, contadas y
resuspendidas en solucién de citometria, una disolucion de PBS con FBS 2% (v/v), a
una concentracion de 10-20 x 108 células/ml. Se depositaron 100 pL de la suspension
de células (1-2 x 10° células) en tubos de citometria de fondo redondo y se incubaron
durante 15 minutos en hielo. Posteriormente, se afiadieron 100 pyL de solucion de
citometria con el anticuerpo primario 2X y se incubaron durante 45 minutos en hielo.
Los tubos se rellenaron con solucién de citometria fria, se invirtieron y se centrifugaron
a 300 x g durante 3 minutos para eliminar el sobrenadante con el anticuerpo primario.
El precipitado de células se resuspendié en 200 pL solucién de citometria con el
anticuerpo secundario correspondiente y se incubd durante 30 minutos en hielo. Las
células se recuperaron como en el paso previo y se resuspendieron en 300 uL de
solucién de citometria. Antes del analisis, se afiadid una disolucion de yoduro de
propidio (Thermo Fisher Scientific, P3566) a una concentracion final de 2 ug/ml para
excluir de la separacion las células muertas. La separacién de células activada por
fluorescencia o FACS (del inglés, fluorescent-activated cell sorting) se realizé mediante
un separador de células BD FACSAria (BD Biosciencies) equipado con los laseres de
407 nm, 488 nm y 633 nm. Los resultados se analizaron con el programa FlowJo (Tree
Star, Inc.). Las células separadas fueron cultivadas como se indica en el texto. La
informacion sobre los anticuerpos utilizados se indica en las tablas 1y 2.

6. Analisis de proteinas
6.1. Lisis celular

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron lavadas con PBS frio y
lisadas con tampdon RIPA, una disolucion de Tris 50 mM pH 7,5, cloruro sédico 150
mM, dodecilsulfato sédico 0,1% (p/v), Triton X-100 1% (v/v), desoxicolato sddico 0,5%
(p/v), fluoruro sédico 100 mM, ortovanadato sédico 2 mM, pirofosfato sédico
tetrabasico 20 mM e inhibidores de proteasas 1X (Roche, 11636145001), con la ayuda
de un rascador de células. Los lisados celulares se incubaron en hielo durante 15
minutos con ciclos de vortex cada 3 minutos. Los restos celulares fueron eliminados

mediante la centrifugacion de los lisados a 14.000 rpm a 4 °C durante 15 minutos.

La concentracion de proteinas se cuantific6 mediante un ensayo colorimétrico
con el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, 23228). Brevemente: 10
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ML de lisado se incubaron con 200 pL de la solucion de reaccién durante 30 minutos a
37 °C. Tras la incubacion, se cuantificd la absorbancia a 562 nm. Soluciones de BSA
de concentraciéon conocida fueron utilizadas para obtener una recta patrén donde
interpolar las concentraciones de las muestras.

Los lisados celulares fueron mezclados con tampén de Laemmli 5X [disolucidn
de Tris-HCI 250 mM pH 6,8, dodecilsulfato sédico 10% (p/v), azul de bromofenol 0,5%
(p/v), glicerol 50% (v/v) y ditiotritol 2,5 M] y hervidos durante 5 minutos para
desnaturalizar por completo las proteinas.

6.2. Fraccionamiento subcelular

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron lavados con PBS frio,
disgregadas con un rascador de células y resuspendidas en tampoén hipoténico, una
disolucion de Tris-HCI 10 mM pH 7,4, sacarosa 0,3 M, EDTA 1 mM, ditiotritol 5 mM e
inhibidores de proteasas 1X (Roche, 11636145001) y fosfatasas (ortovanadato sddico,
2 mM y pirofosfato sddico tetrabasico, 20 mM). El ditiotritol fue ahadido a posteriori o
con el tampon de Laemmli 5X tras la cuantificacién colorimétrica de las fracciones
subcelulares (Pierce BCA Protein Assay; Thermo Fisher Scientific, 23228). Las
muestras fueron homogeneizadas con un homogeneizador de vidrio esmerilado de 2
ml en hielo, en 3 ciclos de 30 veces. Los homogeneizados fueron centrifugados 2-3
veces, dependiendo del volumen de células, a 1.000 x g durante 10 minutos a 4 °C
para eliminar nucleos y restos celulares. Los sobrenadantes fueron recuperados y
centrifugados a 13.000 x g durante 15 minutos a 4 °C para precipitar la fraccion
mitocondrial. Los sobrenadantes se recuperaron como la fraccion citosélica. Los
precipitados o fraccion mitocondrial fueron lavados con tampén hipoténico frio y
centrifugados a 13.000 x g durante 15 minutos a 4 °C dos veces para eliminar trazas
del citosol. Seguidamente, fueron resuspendidos en tampén RIPA para lisar las
mitocondrias. Las fracciones mitocondrial y citosdlica fueron sometidas a
inmunodeteccién o inmunoprecipitacion de proteinas (ver mas adelante).

6.3. Electroforesis SDS-PAGE y transferencia de proteinas

Las muestras fueron cargadas (30-50 ug) en geles de SDS-poliacrilamida al
7,5%-12%, segun conviniera, y separadas mediante electroforesis a amperaje
constante (30 mA/gel), usando el sistema SE640 de Hoefer. Como marcador de pesos
moleculares se utilizdé el PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, de 10-250 kDa
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(Thermo Fisher Scientific, 26619). El tampdn de electroforesis consisti6 en una
disolucion de glicina 192 mM, base Trizma 25 mM y dodecilsulfato sddico 0,1% (p/v).

Las proteinas de los geles fueron transferidas a membranas de polifluoruro de
vinilideno (Amersham, GE10600023), previamente activadas con metanol, a voltaje
constante (15 V) durante 2 horas usando un sistema TE77X de Hoefer. El tampén de
transferencia consisti6 en una disolucion de glicina 39 mM, base Trizma 48 mM,
dodecilsulfato sédico 0,37% (p/v) y metanol 20% (v/v). La eficacia de la transferencia
se comprobd tifiendo las membranas con una solucion de tincién de proteinas, una
disolucion de acido acético glacial 1% (v/v), rojo Ponceau S 0,2% (p/v). La solucion
Ponceau se elimind con varios lavados de TBST, una disoluciéon de base Trizma 20
mM, cloruro sédico 150 mM, EDTA 1 mM y Tween-20 0,1% (v/v). Las membranas se
incubaron con solucién de bloqueo, una disolucion de TBST con leche desnatada o
BSA 5% (p/v), durante 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C.

6.4. Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas bloqueadas fueron incubadas con los anticuerpos primarios
indicados en tampon de bloqueo a 4 °C en agitacion durante toda la noche. Al dia
siguiente, y tras 3 lavados con TBST (15 minutos cada lavado), las membranas se
incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con la
peroxidasa de rabano en tampon de bloqueo. Tras 3 lavados de TBST (15 minutos
cada lavado), las membranas se incubaron con la solucidon de reaccion para el
revelado por quimioluminiscencia (ECL Prime; Amersham, RPN 2232). Las imagenes
fueron adquiridas con el sistema ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Inc.), y
procesadas y analizadas por densitometria con los programas Adobe Photoshop CS6
(Adobe Systems, Inc.) e Imaged (National Institutes of Health), respectivamente. Los
datos se presentan como ratios entre la proteina de interés y la proteina utilizada como
control de carga, o entre la fraccion fosforilada y la fraccion total de la proteina. Las
imagenes fueron compiladas con el programa Adobe lllustrator CC (Adobe Systems,
Inc.). La informacién sobre los anticuerpos utilizados se indica en las tablas 1y 2.

En algunos casos, las membranas fueron utilizadas para la detecciéon de
diferentes proteinas. Cuando asi fue requerido, los anticuerpos primarios y
secundarios fueron eliminados de las membranas mediante la técnica de stripping: dos
lavados de 5-10 minutos cada uno con una disolucion de hidroxido sédico 0,2 N y
dodecilsulfato sodico 1% (p/v). Tras el stripping, las membranas fueron lavadas con
agua e incubadas con solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente.
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6.5. Inmunoprecipitacion

Las fracciones citosdlica y mitocondrial de células CCE1.19 expresando
pPYCAG-IP-Flag-Drp1 fueron incubadas con una solucidon de anticuerpo anti-Flag
unido covalentemente a perlas magnéticas (Sigma-Aldrich, M8823) durante 4 horas a
4 °C en rotacion. Después, y con la ayuda de un iman, las perlas fueron recuperadas y
lavadas 4 veces con tampdn RIPA frio, resuspendidas en tampon de Laemmli 1X, y
hervidas durante 5 minutos para disociar los anticuerpos y las proteinas de las perlas.
La muestras fueron sometidas a electroforesis SDS-PAGE.

6.6. Cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem o
LC-MS/MS

Las fracciones citosélica y mitocondrial de Drp1 fueron cargadas por completo en
geles SDS-PAGE al 10% y sometidas a electroforesis (amperaje constante, 30 mA).
Los geles fueron fijados con una disolucion de etanol 60% (v/v), acido acético 30% (v/
v) y tefiidos con Coomassie coloidal QC (Bio-Rad Laboratories, Inc., 1610803). Las
bandas de Flag-Drp1 fueron identificadas de acuerdo a su peso molecular y por
comparacion con sus controles cargados en paralelo, cortadas, sometidas a digestion
con tripsina, y analizadas por espectrometria de masas.

El analisis protedmico por cromatografia liquida-espectrometria de masas en
tandem o LC-MS/MS (del inglés, liquid chromatography-tandem mass spectrometry)
fue realizado por el Servicio de Protedmica del Servicio Central de Apoyo a la
Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia. Para el analisis por LC-MS/
MS, 5 pL de cada muestra fueron cargados sobre columnas trampa (NanoLC Column,
3 um, ChromXP C18CL, 350 um x 0,5 mm; Eksigent, 5016752) y desaladas con una
disolucion de acido trifluoroacético 0,1% (v/v) a 3 pL/min durante 5 minutos. Los
péptidos fueron cargados sobre columnas analiticas (LC Column, 3 ym, C18-CL, 75
pum x 12 cm; Nikkyo Technos), equilibradas con una disolucion de acetonitrilo 5% (v/v)
y acido férmico 0,1% (v/v). Las fases moviles fueron una disolucion de acido férmico
0,1% (v/v) (A) y una disolucion de acetonitrilo 5% (v/v), acido férmico 0,1% (v/v) (B). La
elucién de péptidos se realizé en un gradiente lineal del 5% al 35% de B en A durante
30 minutos a un flujo de 300 nL/min. Los péptidos fueron analizados en un
espectrémetro de masas nanoESI-QTOF (TripleTOF 6600; AB Sciex Pte.). El sistema
fue manejado en modo de adquisicién independiente de informacion, realizando un
rastreo 0,26-s TOF MS desde 350-1600 m/z, seguido de rastreos de productos iénicos
0,05-s desde 100-1600 m/z de entre los 50 iones cargados mas intensos. La
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informacion MS/MS fue enviada a Mascot v2.3.02 o a Paragon v4.5 (AB Sciex Pte.).
La sensibilidad del sistema fue controlada con 2 fmol de 6 proteinas (LC Packings).

6.7. Buscador ProteinPilot v5.0 (ABSciex)

Los parametros por defecto del buscador ProteinPilot v5.0 fueron utilizados para
generar una lista de picos directamente a partir de los archivos wiff obtenidos del
sistema TripleTOF 6600. El algoritmo de PARAGON del buscador ProteinPilot v5.0 fue
utilizado para buscar en la base de datos de proteinas Expasy (616203 secuencias,
181334896 residuos) con los siguientes parametros: especificada para tripsina,
alquilacion en cis, sin restriccion por taxonomia y el esfuerzo de busqueda centrado en
“through”. Se ajustd el factor especial: fosforilacion proteica, y se buscaron las
modificaciones biolégicas. Para evitar usar la misma evidencia del espectro en mas de
una proteina, las proteinas identificadas fueron agrupadas en base a su espectro MS/
MS a través del algoritmo ProteinPilot Progroup. Asi, las proteinas que compartian
espectro MS/MS fueron agrupadas independientemente de la secuencia peptidica
asignada. La proteina dentro de cada grupo que explicaba mejor la informacion del
espectro con confianza fue asignada como la proteina primaria del grupo. Sélo las
proteinas del grupo para las cuales habia evidencia individual (péptidos Unicos con
suficiente confianza) fueron incluidas hacia el final de la lista de proteinas.

6.8. Impresion y procesamiento de chips de proteina en fase reversa

El analisis por chips de proteinas en fase reversa se realizé en colaboracion con
el grupo de investigacion del Dr. José M. Cuezva (Departamento de Biologia Celular e
Inmunologia, Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Madrid, Espana).

Las células, tratadas como se indique en el texto, fueron lavadas con PBS frio y
lisadas con tampdén RIPA. La concentracion de proteina de las muestras fue
determinada mediante un ensayo colorimétrico con el reactivo Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Inc., 5000001), usando BSA como patron estandar. Antes de la
impresion, las muestras fueron diluidas en PBS a una concentracion final de 0,5 ug/ul.
Se prepararon diluciones seriadas de extractos proteicos (0-1 pg/uL) derivados de las
lineas celulares de cancer colorrectal (HCT116) y de pecho (BT549) como control de
calidad y linealidad del reconocimiento de los anticuerpos utilizados. Una curva
estandar de BSA (0-1 pg/pL) y otra de anticuerpos de ratén (0-0,6 ng/uL) se utilizaron
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como control interno negativo y positivo, respectivamente. Se dispensé 1 nL de cada
muestra por duplicado sobre portaobjetos de vidrio recubiertos de nitrocelulosa con 16
almohadillas (FAST Slides, Scheleicher & Schuell BioScience, Inc.) usando el sistema
de impresion BioOdyssey Calligrapher MiniArrayer (Bio-Rad Laboratories, Inc.),
equipado con un inyector solido (MCP310S) a una humedad relativa de 45% y una
temperatura de 10 °C para la placa y 16 °C para la camara.

Tras la impresion, los chips fueron desecados y bloqueados con tampdn de
bloqueo. Después, cada almohadilla fue incubada con los anticuerpos primarios
altamente especificos indicados en tampdn de bloqueo. Para cuantificar la cantidad de
proteina total en cada punto, cada muestra impresa en una de las almohadillas fue
fijada con tampon XFCF, acidos acético 10% (v/v) y etanol 30% (v/v), durante 1 hora, y
tefiida con una disolucion de colorante sintético Fast Green FCF 0,0001% (p/v)
(Sigma-Aldrich, F7252) en tampon XFCF durante 5 minutos y lavadas 5 veces con
tampon XFCF. Tras la incubacion de los anticuerpos primarios, las otras almohadillas
fueron lavadas con TBST e incubadas con los anticuerpos secundarios
correspondientes conjugados a CF647 (anti-ratén) o Alexa Fluor-647 (anti-conejo).
Los chips fueron analizados con el escaner Typhoon 9410 (GE Healthcare, Inc.). La
intensidad media de la fluorescencia fue cuantificada usando el programa GenePix Pro
7 y convertida a unidades arbitrarias de “proteina de interés/proteina total de la
muestra”, usando la expresion obtenida en la curva patréon de la linea celular HCT116.
El valor se normalizé con la cantidad de proteina total obtenida con la tincién Fast
Green FCF. La varianza técnica representativa del chip de la Actina B, calculadas
como el coeficiente de variacion al cuadrado, fue 4,8 + 0,7. La informacién sobre los

anticuerpos utilizados se indica en las tablas 1y 2.

7. Andlisis de expresion génica
7.1. Extraccion de RNA

El RNA total de las células, tratadas como se indique en el texto, fue aislado
utilizando el reactivo TRI (Sigma-Aldrich, T9424) siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Brevemente: se retird el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y
se incubaron con 1 ml de reactivo TRI hasta su disolucion. Se anadieron 100 pL de 1-
bromo-3-cloropropano y se agité vigorosamente la mezcla durante 15 segundos para
homogeneizar. Se dej6é reposar el homogeneizado durante 3 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12.000 x g a 4 °C durante 15 minutos. Tras la
centrifugacion, se recuperé la fase acuosa superior del sobrenadante, se mezclé 1:1
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con 2-propanol y se homogeneizd suavemente. La mezcla se dejo reposar durante 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 x g a 4 °C durante 10
minutos. Se elimind el sobrenadante, el precipitado se lavé con 1 ml de disolucion de
etanol 75% (v/v) y se centrifugé de nuevo a 12.000 x g a 4 °C durante 5 minutos. Se
dejo secar el precipitado y se resuspendid en agua libre de RNasas, calentandolo a 55
°C durante 5-10 minutos. Con la ayuda de un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) se
cuantificod la concentracién de RNA. Las muestras se almacenaron a —80 °C hasta su

utilizacién para la sintesis de cDNA (ver mas adelante).

7.2. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA a partir del RNA total se utiliz el sistema Superscript Il|
First-Strand Synthesis SuperMIX for qRT-PCR (Invitrogen, 11752) siguiendo las
recomendaciones del proveedor y utilizando 0,5 ug de RNA total como sustrato en
todas las reacciones. El producto obtenido en un volumen final de 20 pL se diluy6 1:5
con agua libre de RNasas antes de utilizarse en ensayos de gPCR (ver mas adelante).

7.3. Analisis por gPCR

El cDNA obtenido fue amplificado con el kit Tagman Fast Advanced Master Mix
Product Insert (Applied Biosystems, 4444602), para ensayos Tagman (1 uL de cDNA),
o con el kit SYBR Premix Ex Taq (Takara, RR420A), para ensayos SYBR green (2-3 pL
de cDNA), en el sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems). Los
datos se analizaron utilizando el programa StepOnePlus (Applied Biosystems). La
informacion sobre las sondas para ensayos tipo Tagman (Applied Biosystems) o los
cebadores para ensayos tipo SYBR green utilizados se indica en las tablas 3 y 4,
respectivamente. Cada ensayo de qPCR fue realizado por duplicado.

8. Analisis metabdlicos
8.1. Respirometria

Los ensayos de respirometria se realizaron en colaboracién con el grupo de
investigacion de la Dra. Jennifer Lippincott-Schwartz (Cell Biology and Metabolism
Department, National Institute of Child Health and Human Development, Bethesda
USA).
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El dia anterior al analisis, las células, tratadas como se indique en el texto,
fueron sembradas (2,0-3,0 x 104 células/pocillo) en placas multipocillo XFe96
(Seahorse Bioscience, Inc.). Al dia siguiente, las células se incubaron con medio XF
Cell Mito Stress Test (Seahorse Bioscience, Inc.) pH 7,4, suplementado con glucosa
25 mM, piruvato sédico 1 mM y glutamina 2 mM. Durante la medicion se utilizaron los
siguientes inhibidores: oligomicina 1 yM, FCCP 1 uM y antimicina A/rotenona 0,5 pM.
La tasa de consumo de oxigeno u OCR (del inglés, oxygen consumption rate) basal y
desacoplada fue medida utilizando el sistema Seahorse XF®96 Analyzer (Seahorse
Bioscience, Inc.) y el kit comercial Seahorse XF Cell Mito Stress Test (Seahorse
Bioscience, Inc.). Las medidas fueron tomadas cada 5 minutos y los resultados
normalizados con la cantidad de proteina total determinada mediante un ensayo
colorimétrico con el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, 23228).
Cada condicion experimental se llevé a cabo por triplicado.

8.2. Analisis metabolémico por resonancia magnética nuclear o RMN

El analisis metaboldomico por RMN se realizé en colaboracién con el grupo de
investigacion del Dr. Antonio Pineda-Lucena (Unidad de Metabolémica, Centro de
Investigacién Principe Felipe-La Fe, Valencia, Espafia).

Muestras de los medios de cultivo de las células, tratadas como se indique en el
texto, fueron recogidas tras 10, 24, 48 o 72 horas de la incubacion inicial. Para el
analisis, 60 pL de una disolucién de D20 (Eurisotop) con 3-(trimetilsilil)propionato de
sodio-D4 o TSP 5 mM (Eurisotop), como referencia de desplazamiento quimico, y
formato 92,50 mM (Sigma-Aldrich), como pico de cuantificacién de referencia, fueron
ahadidos a 540 uL de medio. La cuantificacion de la concentracion del formato fue
previamente calibrada con un experimento de RMN 1D, aplicando la Sefial Eretic
(Bruker Biopsin). Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 x g durante 5 minutos y
los sobrenadantes transferidos a tubos de RMN de 5 mm (DeuteroGmB). Un analisis
de RMN 'H fue realizado en un espectrometro Bruker Ultrashield Plus 500 MHz con
una prueba TBI. Se aplico un tiempo de mezcla “noesy” de 0,01 segundos para
favorecer la linea basal y se elimind la sefal del agua por presaturacién. El espectro
fue adquirido en una anchura de 30 ppm con 96 k de puntos de datos durante un
tiempo de adquisicion de 2,7 segundos. 64 tomografias fueron acumuladas para cada
espectro y el retraso de relajacion fue ajustado a 4 segundos.

Los espectros fueron procesados con una ampliacion exponencial de la linea de
0,5 Hz y un rellenado en cero de 128 k. La linea basal fue corregida manualmente y el

71



Material y métodos

espectro referenciado al pico de TSP (0,00 ppm) usando el programa MestReNova 8.1
(MestRelab Research). La asignacién de metabolitos fue realizada con la ayuda de la
base de datos Human Metabolome vy la literatura. La concentracién de los metabolitos
en el medio inicial fue sustraida de las concentraciones de los metabolitos a 10-72
horas del medio condicionado para el calculo de flujos netos. Los valores resultantes
fueron normalizados con el contenido de proteinas de las muestras mediante un
ensayo colorimétrico con el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific,
23228).

El analisis de componentes principales fue realizado sobre datos con medias
centradas y escalados por Pareto usando SIMCA-p+ 12.0 (Umetrics). La calidad del
modelo fue comprobada por R2 (bondad de ajuste) y Q2 (bondad de prediccion).

8.3. Analisis lipidomico por cromatografia liquida-espectrometria de
masas o LC-MS

El analisis metabolémico por cromatografia liquida-espectrometria de masas o
LC-MS (del inglés, liquid chromatography-mass spectrometry) se realizd6 en
colaboracién con el grupo de investigacién del Dr. Agustin Lahoz (Grupo de
Biomarcadores y Metaboldmica, Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe, Valencia,
Espana).

Para el analisis de lipidos, las células, tratadas como se indique en el texto,
fueron sometidas a lisis celular, precipitacion de proteinas y extraccion de la fraccién
no polar. Sobre 100 yL de una suspensién celular en PBS se anadieron 300 uL de 2-
propanol frio. Se anadieron 10 pyL de las soluciones acido miristico D27, carnitina
(16:0) D3, lisofosfatidilcolina (17:0), fosfatidilcolina (17:0/17:0), fosfatidiletanolamina
(17:0/17:0), fosfatidilglicerol (17:0/17:0), ceramida (d18:1/17:0), monoglicerol (17:0),
diglicerol (17:0/17:0), triglicerol (17:0/17:0/17:0) y éster de colesterol (17:0) 50 ug/ml en
2-propanol como controles internos a cada tubo. Las muestras se homogeneizaron
durante 1 minuto con voértex. Tras una incubacion de 30 minutos a -20 °C, las muestras
fueron centrifugadas a 16.000 x g durante 15 minutos. Los sobrenadantes fueron
recuperados y desecados con centrifuga de vacio. Las muestras fueron reconstituidas
con 100 pL de una disolucion 2-propanol:acetonitrilo:agua (2:1:1; v/v/v) para el analisis
por LC-MS. Los lipidos fueron separados en columnas Acquity UPLC CSH C18 (100 x
2,1 mm; 1,7 ym) (Waters). Para el andlisis tipo ESi(+), las fases moviles fueron formato
amonico 10 mM en una disolucion acetonitrilo:agua (60:40; v/v) (A) y formato aménico
10 mM en una disolucién de 2-propanol:acetonitrilo (90:10; v/v) (B). La separacion se
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realizd bajo las siguientes condiciones de gradiente con un flujo de 0,4 ml/min: O
minutos 20% (B); 0-2 minutos 40% (B); 2-4 minutos 43% (B); 4-4,1 minutos 50% (B);
4,1-14 minutos 54% (B); 14-14,1 minutos 70% (B); 14,1-20 minutos 99% (B); 20-24
minutos 99% (B); 24-24,5 minutos 20% (B); 24,5-27 minutos 20% (B). Las muestras y
las columnas se mantuvieron a una temperatura de 4 °C y 65 °C, respectivamente. El
volumen de inyeccion fue 2 uL. Para el andlisis tipo ESi(-), las fases moéviles fueron
acetato aménico 10 mM en una disolucion acetonitrilo:agua (60:40; v/v) (A) y acetato
amonico 10 mM en una disolucién de 2-propanol:acetonitrilo (90:10; v/v) (B). La
separacion se realizé bajo las siguientes condiciones de gradiente con un flujo de 0,6
mi/min: 0 minutos 15% (B); 0-2 minutos 30% (B); 2-2,5 minutos 48% (B); 2,5-11
minutos 82% (B); 11-11,5 minutos 99% (B); 11,5-14 minutos 99% (B); 14,5-15 minutos
15% (B); 15-18 minutos 15% (B). Las muestras y las columnas se mantuvieron a una
temperatura de 4 °C y 65 °C, respectivamente. El volumen de inyeccién fue 5 L.

Para el analisis de acidos grasos de la fraccion lipidica, las células, tratadas
como se indique en el texto, fueron sometidas a lisis celular. Sobre 100 YL de una
suspension celular en PBS se afadieron 100 uL de HCI 0,1M en metanol frio. Se
afiadieron 10 pL de las soluciones acido miristico D27 y fosfatidilcolina (17:0/17:0) 50
pug/ml en metanol como controles internos a cada tubo, y 400 uL de cloroformo frio.
Las muestras fueron homogeneizadas durante 1 minuto con vértex y centrifugadas a
16.000 x g durante 5 minutos. La capa de cloroformo fue recuperada en dos tandas de
centrifugacion sucesivas. Las muestras fueron desecadas con flujo de nitrégeno. Las
muestras fueron reconstituidas con 100 pyL de una disolucion de KOH 0,3M en
metanol:agua (9:1; v/v/v) saponificada durante una hora en un bafio a 80 °C. Tras la
saponificacion, las muestras fueron acidificadas con 100 pyL de acido férmico,
recuperadas con 1 ml de hexano 2X, desecadas con flujo de nitrégeno y
resuspendidas en 100 uL de 2-propanol:acetonitrilo:agua (2:1:1; v/v/v) para el analisis
por LC-MS. Los acidos grasos fueron separados en columnas Acquity UPLC CSH C18
(100 x 2,1 mm; 1,7 um) (Waters). Para el analisis tipo ESi(-), las fases moviles fueron
acetato aménico 10 mM en una disolucion acetonitrilo:agua (60:40; v/v) (A) y acetato
amonico 10 mM en una disolucién de 2-propanol:acetonitrilo (90:10; v/v) (B). La
separacion se realizé bajo las siguientes condiciones de gradiente con un flujo de 0,6
ml/min: 0 minutos 10% (B); 0-3 minutos 25% (B); 3-7 minutos 75% (B); 7-8 minutos
99% (B); 8-8,5 minutos 99% (B); 8,5-9 minutos 10% (B); 9-12 minutos 10% (B). Las
muestras y las columnas se mantuvieron a una temperatura de 4 °C y 65 °C,

respectivamente. El volumen de inyeccién fue 5 pL.
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Los estandares lisofosfatidilcolina (17:0), fosfatidiletanolamina (17:0/17:0),
fosfatidilglicerol (17:0/17:0) y ceramida (d18:1/17:0) se obtuvieron de Avanti Polar
Lipids; la carnitina (16:0) D3 de Cambridge Isotope Laboratories; los lipidos
fosfatidilcolina (17:0/17:0), monoglicerol (17:0), diglicerol (17:0/17:0), triglicerol
(17:0/17:0/17:0) y éster de colesterol (17:0) de Larodan; y el acido miristico D27 de
Sigma-Aldrich.

La separacién por cromatografia liquida se realizé usando un sistema Agilent
1290 Infinity LC (Agilent Technologies) con una bomba (G4220A), un horno en
columna (G1316C) y cargador de muestras automatico (G4226A). La deteccién por
espectrometria de masas se realizdé con un sistema Agilent 6530 QTOFMS (Agilent)
equipado con una fuente de ESI. Para cada polaridad, ESI(+) o ESI (-), se
configuraron 3 funciones distintas. La primera funcidon recogi¢ la informacion sin
energia de colision, mientras que la segunda y la tercera funcion adquirieron la
informacion con una energia de colision de 25 y 40 eV, respectivamente. La tasa de
adquisicion fue de 8 espectros por segundo. Otros parametros fueron: rango de masas
MS1, 50-1.700 m/z; rango de masas MS2, 50-1.700 m/z; voltaje de capilaridad, +3
kV/-3 kV; voltaje del inyector, +1 kV/-1 kV; temperatura del gas, 325 °C; gas desecador
(nitrdgeno), 8 L/min; gas nebulizador (nitrégeno), 35 psi; temperatura de la vaina del
gas, 350 °C; flujo de la vaina del gas (nitrégeno), 11 L/min. El instrumento fue calibrado
usando un calibrador de Agilent (poder de resolucion de masas de 25.000 FWHM). Se
utilizé una solucion de referencia para corregir pequefios desvios durante la
adquisicion: 121,0509 m/z, 922,0098 m/z para ESI(+) y 119,0360 m/z, 980,0164 m/z
para ESI(-).

9. Analisis estadistico de los datos

La prueba t de Student fue utilizada para estimar la significatividad estadistica
entre las dos categorias. Los valores relativos (porcentajes) fueron normalizados
usando la transformacién arcoseno antes de realizar la comparacion estadistica. Los
datos se presentan como la media * error estandar de la media o SEM (del inglés,
standard error of the mean). Al menos 3 experimentos independientes (n) fueron
llevados a cabo para la comparacién estadistica.
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Material y métodos

Antigeno Especie2 Proveedor® Dilucionc
Acc Rb CST, #3676 1:1000 (WB)
p-Acc (Ser79) Rb CST, #11818 1:1000 (WB)
Actina B Ms SA, A1978 1:500 (PMA)
Afp Rb Abcam, ab46799 1:100 (IF)
Ampka Rb CST, #5831 1:1000 (WB)
p-Ampka (Thr172) Rb CST, #2535 1:1000 (WB)
Atp5b Ms Dr. José M. Cuezva' 1:150 (PMA)
Atpifi Rb SCBT, sc-134962 1:500 (WB)
BrdU Rt ID, OBT0030 1:500 (IF)
Ciclina B1 Ms SCBT, sc-245 1:100 (WB)
Cox4 Ms Abcam, ab14744 1:100 (PMA)
Drp1 Rb CST, #8570 1:1000 (WB); 1:50 (IF)
p-Drp1 (Ser616) Rb CST, #3455 1:1000 (WB)
Dusp6 Rb Dr. Rafael Pulido? 1:1000 (WB)
Eno1 Rb Abgent, AM2192b-ev 1:200 (PMA)
Erk1/2 Rb CST, #9102 1:1000 (WB)
p-Erk1/2 (Thr202/Tyr204) Ms CST, #9106 1:2000 (WB)
Fasn Rb CST, #3180 1:1000 (WB)
Gépd Rb CST, #12263 1:1000 (WB)
Gapdh Rb CST, #5174 1:1000 (WB)
Gapdh Ms Dr. José M. Cuezva' 1:250 (PMA)
Hadha Rb Abcam, ab54477 1:1000 (PMA)
Hk1 Rb CST, #2024 1:1000 (WB)
Hk2 Rb CST, #2867 1:1000 (WB)
Le3b Rb CST, #2775 1:1000 (WB)
Ldha Rb CST, #3582 1:1000 (WB)
Mfn2 Rb SA, AV42420 1:1000 (WB)
Nanog Rb Reprocell, RCAB0O001P | 1:100 (IF); 1:1000 (WB)

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados. (a) Especie en el que fue generado el anticuerpo: Ms (raton),
Rt (rata) o Rb (conejo). (b) Compafiia proveedora del anticuerpo: CST, Cell Signaling Technology; ID,
Immunological Direct; SA, Sigma-Aldrich; SCBT, Santa Cruz Biotechnology; TFS, Thermo Fisher
Scientific; 1, obsequio. (c) Dilucién usada y ensayo en el que se utilizé el anticuerpo: FC, citometria de
flujo; IF, inmunofluorescencia; PMA, chip de proteinas; WB, inmunodeteccién de proteinas.
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Antigeno Especie2 Proveedor® Dilucionc
Ndufs3 Ms SCBT, sc-374282 1:200 (IF)
Oct4 Ms SCBT, sc-5279 1:50 (IF)
Opa1 Ms BD, #612606 1:1000 (WB)
Pdh Rb CST, #3205 1:1000 (WB)
Pdhela Ms TFS, 459400 1:200 (PMA)
Pkm1/2 Rb CST, #3190 1:1000 (WB)
Pkm2 Ms Dr. José M. Cuezva' 1:150 (PMA)
Sdha Rb SCBT, sc-11998 1:300 (WB)
Sma Ms Abcam, ab7817 1:100 (IF)
SSEA1 Ms SCBT, sc-21702 1:10 (IF)
Thy1 Rt eBioscience, 14-0903-81 1:400 (IF, FC)
Tom20 Rb SCBT, sc-11415 1:50 (IF); 1:500 (WB)
Tom20 Ms SA, WH0009804M1 1:500 (IF)
Tom40 Ms SCBT, sc-365467 1:500 (WB)
Tubulina-a Ms SCBT, sc-32293 1:5000 (WB)
Tubulina-BII (Tuj1) Rb Covance, MRB-435P 1:1000 (IF)
Uqcre2 Ms Mitosciencies, MS304 1:500 (PMA)
lgG2b K isotipo control Rat eBioscience, 16-4031-81 1:400 (FC)

Tabla 1 (continuacion). Anticuerpos primarios utilizados. (a) Especie en el que fue generado el
anticuerpo: Ms (raton), Rt (rata) o Rb (conejo). (b) Compafia proveedora del anticuerpo: CST, Cell
Signaling Technology; ID, Immunological Direct; SA, Sigma-Aldrich; SCBT, Santa Cruz Biotechnology;
TFS, Thermo Fisher Scientific; 1, obsequio. (c) Diluciéon usada y ensayo en el que se utilizé el anticuerpo:
FC, citometria de flujo; IF, inmunofluorescencia; PMA, chip de proteinas; WB, inmunodeteccion de

proteinas.
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Antigeno Especie2 Conjugado® Proveedorc Diluciond
IgG de raton Dk AF-488 TFS, A-21202 1:1000 (IF)
IgG de raton Dk AF-555 TFS, A-31570 1:1000 (IF)
IgG de raton Dk AF-647 TFS, A-31571 1:1000 (IF)
IgM de ratéon Dk AF-555 TFS, A-21426 1:1000 (IF)
IgG de conejo Dk AF-488 TFS, A-21206 1:1000 (IF)
IgG de conejo Dk AF-555 TFS, A-31572 1:1000 (IF)
IgG de conejo Dk AF-647 TFS, A-31573 1:1000 (IF)
IgG de rata Dk AF-488 TFS, A-11006 1:1000 (IF, FC)
IgG de ratdon Gt Peroxidasa TFS, 31432 1:5000 (WB)
IgG de conejo Gt Peroxidasa TFS, 31460 1:5000 (WB)
IgG de raton Gt CF647 SA, SAB4600183 1:500 (PMA)
IgG de conejo Dk AF-647 TFS, A-31573 1:500 (PMA)

Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados. (a) Especie en el que fue generado el anticuerpo: Dk
(burro), Gt (cabra). (b) Fluoréforo o enzima conjugado: AF, Alexa Fluor. (c) Compafiia proveedora del
anticuerpo: SA, Sigma-Aldrich; TFS, Thermo Fisher Scientific. (d) Dilucién usada y ensayo en el que se
utilizd el anticuerpo: FC, citometria de flujo; IF, inmunofluorescencia; PMA, chip de proteinas; WB,
inmunodeteccién de proteinas.
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Gen Numero de serie/secuencia Ensayo

Afp Mm00431715_m1 Ensayo expresién Tagman
Cert Mm03024044_m1 Ensayo expresion Tagman
Foxat Mm00839704_mH Ensayo expresién Tagman
Gapdh Mm99999915_g1 Ensayo expresion Tagman
Kar Mm01222421_m1 Ensayo expresion Tagman
Meox1 Mm00440285_m1 Ensayo expresién Tagman
Nanog Mm02384862_g1 Ensayo expresion Tagman
Oct4 Mm00658129 gH Ensayo expresién Tagman
Sox1 MmO00486299_s1 Ensayo expresion Tagman
Sox2 MmO03053810_S1 Ensayo expresion Tagman
Zict Mm00656094_m1 Ensayo expresion Tagman
tOct4-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA Ensayo de expresion Tagman
tOct4-R GGTGAGAAGGCGAAGTCTGAAG personalizado para expresion

tOct4-sonda

FAM-CACCTTCCCCATGGCTG-MGB

retroviral@

tSox2-F

TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA

tSox2-R

GCCCGGCGGCTTCA

tSox2-sonda

FAM-CTCCGTCTCCATCATGTTAT-MGB

Ensayo de expresion Tagman
personalizado para expresion
retrovirala

tKIf4-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA .
Ensayo de expresion Tagman
tKIf4-R GAGCAGAGCGTCGCTGA personalizado para expresion
retrovirala
tKif4-sonda FAM-CCCCTTCACCATGGCTG-MGB
tc-Myc-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA .
Ensayo de expresion Tagman
tc-Myc-R GGTCATAGTTCCTGTTGGTGAAGTT personalizado para expresion

tc-Myc-sonda

FAM-CCCTTCACCATGCCCC-MGB

retroviral@

Tabla 3. Sondas Tagman utilizadas. F, cebador directo; R, cebador reverso; sonda, sonda fluorogénica
marcada con FAM disefiada para cada transgén (a).
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Gen Cebadores directos (5’ hacia 3’) Cebadores reversos (5’ hacia 3’)
Acc CACAGGATCTGTATGAGAAAG AAGAGGTTAGGGAAGTCATC
Atpift ACCATTCGAAGGAGATAGAG ATTCAAAGCCATGTGTCTAC
Ciclina B1 ACATGACTGTCAAGAACAAG CAGATGTAGCAGTCTATTGG
Ciclina B2 GCCAAGGAAAATGGAATTTG TACGGTTGTCATTGACTTTC
Crtc3 TGACTCACCTGGGGATAAGAAC GTGGCACTTGAGGGACGAG
Drp1 CAGGAATTGTTACGGTTCCCTAA CCTGAATTAACTTGTCCCGTGA
Dusp6 ATGATGAGGTCTTCAGTCTC CAAAATACCCCTTGAGACAC
Erra TTCGGCGACTGCAAGCTC CACAGCCTCAGCATCTTCAATG
Fasn TATGAAGCAATTGTGGATGG GAAGTCGAAGAAGAAAGAGAG
Fis1 TGTCCAAGAGCACGCAATTTG CCTCGCACATACTTTAGAGCCTT
Gapdh GCACAGTCAAGGCCGAGAAT GCCTTCTCCATGGTGGTGAA
Gdap1 TCCTTCAGCTCTCAAAAGGTGC GCGCATAAACCAAGGCTCATT
Mif ATGCCAGTGTGATAATGCAAGT CTCGGCTCTCTTCGCTTTG
Mid49 AGCCCACGCCCATTCATTC TGGAGCCCGTCGTAGAGAG
Mid51 GGTGAGCGCAAAGGGAAGA AATGCCCAACATAGCTGCTCC
Mfn1 ATGGCAGAAACGGTATCTCCA CTCGGATGCTATTCGATCAAGTT
Mfn2 TGACCTGAATTGTGACAAGCTG AGACTGACTGCCGTATCTGGT
Nrf1 CCACATTACAGGGCGGTGAA AGTGGCTCCCTGTTGCATCT
Opat ACAGCAAATTCAAGAGCACGA TTGCGCTTCTGTTGGGCAT
Pgcia CGGAAATCATATCCAACCAG TGAGGACCGCTAGCAAGTTTG

Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados en ensayos SYBR Green.
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Resultados — Capitulo 1

1.1. Lareprogramacion celular induce fisién mitocondrial

Se tratd de investigar el papel de la dinamica mitocondrial y su regulacion
durante la reprogramacion celular. La morfologia mitocondrial fue evaluada en MEF
antes y después de la transduccion con OSKM a los dias indicados mediante
inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-Tom20. Se clasificé a las células en tres
poblaciones diferentes de acuerdo a su morfologia mitocondrial: tubular, mixta o
fragmentada (Fig. 16).

Tubular Mixta Fragmentada

Figura 16. Las células fueron clasificadas en 3 categorias atendiendo a su morfologia mitocondrial.
Imagenes representativas de microscopia confocal de MEF tefiidos con anticuerpo anti-Tom20 (rojo)
ilustrando las diferentes morfologias mitocondriales observadas en los cultivos: tubular, mixta o
fragmentada. Los recuadros inferiores muestran una magnificacion en blanco y negro de las respectivas
imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 12 ym.

Antes de la expresion de los 4 factores, alrededor del 75% de las células
mostraban una morfologia fundamentalmente tubular (Fig. 17, grafica y paneles de la
derecha). Curiosamente, se observd que la fisidn mitocondrial comenzaba cuando las
células fueron transducidas con los retrovirus OSKM, alcanzando su maximo a dia 3,5
del proceso, con un 55% de las células presentando una morfologia fragmentada. De
manera inversa, el porcentaje de células que presentaban una morfologia tubular
antes de la expresién de OSKM se redujo continuamente hasta un 15% a dia 3,5.
Desde aqui en adelante, la fragmentacién mitocondrial se redujo de manera continua
hasta un 15% de la poblacién a dia 8 del proceso, y las células volvieron a mostrar una
morfologia mitocondrial fundamentalmente tubular. Esta dinamica alcanzé una meseta
a dia 7, con el 50% de la células presentando una red mitocondrial interconectada. En
conjunto, estos resultados indican que la expresion de OSKM induce fision

mitocondrial durante la fase inicial de la reprogramacion celular.
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Tubular Mixta =@= Fragmentada
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Figura 17. La reprogramacion celular induce fision mitocondrial. MEF fueron transducidos con
OSKM. A los dias indicados, las células fueron fijadas y la morfologia mitocondrial fue evaluada por
inmunofluorescencia como en la Fig. 16. Paneles de la derecha, imagenes representativas de
microscopia confocal de MEF tefiidos con anticuerpo anti-Tom20 (rojo) antes (control) o a los dias
indicados tras la transduccion con OSKM. Los recuadros inferiores muestran una magnificacion en blanco
y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratincién nuclear. Barras de
escala, 24 ym. Grafica de la izquierda, cuantificacion de las diferentes morfologias observadas en MEF
antes (dia 0) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM (n = 3). Las areas sombreadas indican
el transcurso de la transicion de mesénquima a epitelio (naranja) y la apariciéon de las colonias epiteliales
(rosa). Los datos estan representados como la media + SEM (*** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-
Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.

Durante la reprogramacion celular, las células sufren una transicion de
mesénquima a epitelio (Li et al., 2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010). Seis dias
después de la transduccién con OSKM, tinciones del cultivo con faloidina conjugada a
Alexa Fluor-488 mostraron células dispersas que presentaban gruesos haces de
filamentos de Actina F dispuestos en paralelo, caracteristicos de las células
mesenquimales (Fig. 18a, paneles de la izquierda), y colonias epiteliales aisladas que
presentaban haces corticales de filamentos de Actina F (Fig. 18a, paneles centrales y
de la derecha). Las células mesenquimales presentaron una distribucion de la
morfologia mitocondrial similar a la encontrada a dia 0 (Fig. 18a, grafica, barra de la
izquierda, Mes), mientras que alrededor del 80% de las células de las colonias
epiteliales presentaron una morfologia fragmentada (Fig. 18a, grafica, barra de la
derecha, Epi). Un analisis de la ultra-estructura de los cultivos a diferentes dias del
proceso mediante microscopia electrénica de transmision reveld una reduccion
gradual en el tamafio mitocondrial, yendo desde 1 micrometro a dia cero a 0,5
micrémetros en las células que conformaban las colonias epiteliales a dia 8 de la
reprogramacion (Fig. 18b, grafica). Mas alla del tamano, no se observé otros cambios
estructurales en las mitocondrias durante los estadios iniciales del proceso (Fig. 18b,
paneles).
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Figura 18. Las colonias epiteliales presentan una morfologia mitocondrial similar a iPSC y ESC. (a)
Imagenes representativas de microscopia confocal de células mesenquimales (paneles de la izquierda;
Barras de escala, 24 uym) o colonias epiteliales (paneles superiores central y de la derecha; Barras de
escala, 16 pym) encontradas en el cultivo a los dias de reprogramacion indicados mostrando la tincion de
Actina F (verde) y Tom20 (rojo). Los paneles inferiores central y de la derecha muestran una
magnificacion del area indicada en las imagenes superiores. Barras de escala, 8 ym. Los recuadros
inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue
utilizado como contratincién nuclear. Grafica de la derecha, cuantificaciéon de las diferentes morfologias
observadas en células mesenquimales (Mes) o en colonias epiteliales (Epi) a dia 8 de reprogramacion (n
= 3). (b) Imagenes representativas de TEM de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la
transduccion con OSKM, o colonias epiteliales a dia 8 de reprogramacion, mostrandose la ultraestructura
caracteristica de sus mitocondrias. Barras de escala, 800 nm. Grafica de la derecha, cuantificacién de la
longitud de las mitocondrias observada a los dias indicados tras la transduccién con OSKM (n = 800). (c)
Imagenes representativas de microscopia confocal de células pluripotentes tefiidas con anticuerpos anti-
Oct4 (verde) y anti-Tom20 (rojo). Los recuadros inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro
de las respectivas imagenes. Barras de escala de los paneles superiores e inferiores, 40 ym y 16 pym,
respectivamente. Los datos estan representados como la media + SEM (*** P < 0,001; **** P < 0,0001).
La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Curiosamente, las colonias epiteliales presentaban una morfologia mitocondrial
muy similar a la encontrada en células pluripotentes, donde todas las células
mostraron mitocondrias fragmentadas (Fig. 18c), indicando que la morfologia
mitocondrial caracteristica del estado pluripotente se establece durante la fase
estocastica de la reprogramacion celular, antes o justo después de alcanzar la
morfologia epitelial. Estos resultados también sugieren que la fisiobn mitocondrial
durante la fase estocastica del proceso es crucial para iniciar la transicion hacia la

pluripotencia.

1.2. Los intermediarios de la reprogramacion celular contienen mitocondrias

fragmentadas

Ha sido descrito que las células somaticas en transito durante la reprogramacion
celular reducen la expresién del marcador de superficie Thy1 (Fig. 19) durante los
primeros dias del proceso (Polo et al., 2012; Stadtfeld et al., 2008b). Se traté de
dilucidar si estos intermediarios de la reprogramacion celular experimentaban
fragmentacién mitocondrial. Para ello, se analizé la morfologia mitocondrial de células
positivas y negativas para Thy1 durante los primeros dias del proceso mediante
inmunofluorescencia. Las expresion de OSKM en MEF causo pequenos cambios en la
proporcion de células positivas para Thy1 que presentaban mitocondrias fragmentadas
durante los primeros dias del proceso. Sin embargo, el porcentaje de células negativas
para Thy1 con una morfologia mitocondrial fragmentada se incrementé de una forma
considerable durante los cuatro primeros dias del proceso (Fig. 20a). Estos resultados
sugieren que la fragmentacion mitocondrial esta asociada a las células que tienden a

avanzar en el proceso de reprogramacion celular.
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Figura 19. El marcador somatico Thy1 se silencia conforme avanza la reprogramacion celular. (a)
Histograma mostrando la expresion de los marcadores indicados en MEF (gris) o ESC (rojo) evaluados
por citometria de flujo. (b) Graficos de puntos mostrando la expresion de Thy1 en MEF antes (control) o 4
dias después de la expresion de OSKM evaluada por citometria de flujo. Los porcentajes de las
poblaciones negativas y positivas para Thy1 se muestran en la parte inferior de los graficos (n = 3).
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Figura 20. La fision mitocondrial se asocia a los intermediarios de la reprogramacion celular. (a)
MEF fueron transducidos con OSKM. A los dias indicados, las células fueron fijadas y la expresion de
Thy1 fue evaluada por inmunofluorescencia. Paneles de la izquierda, imagenes representativas de
microscopia confocal de MEF tefiidos con los anticuerpos anti-Thy1 (amarillo) y anti-Tom20 (rojo) antes
(control) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM. Los recuadros inferiores muestran una
magnificacion en blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratincién
nuclear. Barras de escala, 16 ym. Grafica de la derecha, cuantificacién de las diferentes morfologias
mitocondriales observadas en MEF antes (control) o tras la expresion de OSKM en las poblaciones
negativas (Thy1-) y positivas (Thy1+) para Thy1 (n = 3). (b) MEF antes (control) o 4 dias tras la
transduccion con OSKM fueron separados en dos poblaciones: positivas o negativas para Thy1. Ambas
poblaciones fueron cultivadas por separado durante 8 6 14 dias, y las colonias epiteliales o positivas para
SSEA1 fueron identificadas por inmunofluorescencia usando faloidina conjugada a Alexa Fluor—488 o el
anticuerpo anti-SSEA1, respectivamente. Grafica de la izquierda, cuantificacién del nimero de colonias
epiteliales o positivas para SSEA1 encontradas a los dias indicados tras la transduccién con OSKM (n =
3). (c) Imagenes representativas de microscopia confocal de colonias epiteliales a dia 12 (paneles de la
izquierda) o positivas para SSEA1 a dia 18 (paneles de la derecha) tefidas con faloidina conjugada a
Alexa Fluor—488 (verde) y los anticuerpos anti-Tom20 (rojo) o anti-SSEA1 (magenta). Los paneles
inferiores muestran una magnificacion del area indicada en las imagenes superiores. Los recuadros
inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue
utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala de las imagenes superiores e inferiores, 24 umy 8
pm, respectivamente. Los datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P
< 0,001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Para corroborar estos datos, las células fueron separadas mediante FACS en
base a la expresion en superficie del marcador Thy? cuatro dias después de la
expresion de OSKM, y se monitorizé el proceso de reprogramacion de las poblaciones
positivas y negativas para Thy1 por separado. Curiosamente y en contraste con la
poblacion positiva, se observé que la poblacion de células negativas para Thy1
generaban 4 veces mas colonias epiteliales y/o positivas para SSEA1 a los dias 12 y
18 del proceso, respectivamente (Fig. 20b). Las células que conformaban las colonias
epiteliales y/o positivas para SSEA1 presentaban una morfologia mitocondrial
fragmentada (Fig. 20c). En conjunto, estos datos apoyan la hipétesis de que la fisién
mitocondrial esta intimamente ligada a una reprogramacién celular exitosa hacia la
pluripotencia.

1.3. La reduccion mitocondrial inducida por OSKM no esta asociada a mitofagia
dependiente de Lc3b

Una dinamica mitocondrial fluida (ciclos constantes de fusién-fision) es
importante para mantener una poblacién mitocondrial homogénea y funcional, uniendo
mitocondrias funcionales con disfuncionales para repartir componentes y recuperar su
potencial de membrana (Twig et al., 2008). Ocasionalmente, un alto grado de
disfuncionalidad o un cambio fisiolégico de la célula inducen la degradaciéon y/o
regulacion del numero de mitocondrias mediante mitofagia (Kim et al., 2007a;
Rodriguez-Enriquez et al., 2004). La fisibn mitocondrial es un proceso necesario para
la mitofagia (Kanki et al., 2010; Poole et al., 2010; Tanaka et al., 2010; Twig et al.,
2008; Ziviani et al., 2010), mientras que la fusibn mitocondrial actia como un
impedimento para este proceso (Gomes et al., 2011; Rambold et al., 2011; Twig and
Shirihai, 2011). Dado que se ha descrito que durante la reprogramacion celular se
produce una reduccion de la masa mitocondrial (Folmes et al., 2011; Prigione and
Adjaye, 2010; Prigione et al., 2010; Wang et al., 2013; Zhou et al., 2012), la posibilidad
de que la fision mitocondrial sea un prerrequisito para la mitofagia ha sido propuesta
en varios trabajos (Pan et al., 2013; Vessoni et al., 2012; Wang et al., 2013). Para
evaluar esta hipotesis se utiliz6 como proteina reportera de autofagia la cadena ligera
3b de la proteina asociada a microtubulos o Lc3b (del inglés, microtubule associated
protein light chain 3b) fusionada a Gfp (Gfp-Lc3b). Lc3b participa en la formacion,
elongacioén y cierre de los autofagosomas que dirigen la autofagia. Su forma inactiva
(Lc3b-I) se activa por escision proteolitica y modificacidn covalentemente con fosfatidil
etanolamina (Lc3b-Il), uniéndose a los autofagosomas en formaciéon (Ashrafi and
Schwarz, 2013).
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Curiosamente, se detectdé un descenso de la autofagia mediada por Lc3b
durante los primeros dias del proceso, medido por inmunofluorescencia, en forma de
numero de células positivas para Gfp-Lc3b (Fig. 21a), y por inmunodeteccion de
proteinas, en forma de procesamiento proteolitico de Lc3b endégena (Fig. 21b). A dia
8 de la reprogramacion, las colonias epiteliales fueron negativas para este marcador
de autofagia (Fig. 21c).
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Figura 21. La autofagia a través de Lc3b disminuye durante la reprogramaciéon celular. (a) MEF
expresando Gfp-Lc3b fueron transducidos con OSKM. A los dias indicados, las células fueron tratadas
con cloroquina 50 yM durante 4 horas, fijadas y analizadas por inmunofluorescencia. Paneles de la
izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de células positivas para Gfp-Lc3b (verde) a
los dias indicados tras la transduccion con OSKM. Los recuadros inferiores muestran una magnificacion
en blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratincién nuclear.
Barras de escala, 24 ym. Gréfica de la derecha, cuantificacién de las células positivas para Gfp-Lc3b
antes (control) o tras de la expresion de OSKM (n = 3). (b) Paneles superiores, lisados celulares de MEF
antes (control) o tras la transduccién con OSKM durante 4 dias fueron analizados por inmunodeteccion
usando los anticuerpos indicados. Grafica inferior, cuantificacion de la ratio Lc3b II/Le3b | (n = 3). (¢) MEF
expresando Gfp-Lc3b fueron transducidos con OSKM durante 8 dias. Las células fueron tratadas con
cloroquina 50 pM durante 4 horas, fijadas y analizadas por inmunofluorescencia. Imagenes
representativas de microscopia confocal de colonias epiteliales negativas para Gfp-Lc3b (verde) tefiidas
con faloidina conjugada a Alexa Fluor-555 (rojo). DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear.

Barras de escala, 40 ym. Los datos estan representados como la media £+ SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01).
La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.

Colonia epitelial
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Figura 22. La fision mitocondrial no esta asociada a mitofagia durante la reprogramacion celular.
(a) Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de MEF transducidos y
tratados como en la Fig. 21a que fueron analizados por inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Tom20
(rojo). Los recuadros inferiores muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue
utilizado como contratincién nuclear. Barras de escala, 12 um. Grafica de la derecha, cuantificacion de la
colocalizacién entre Gfp-Lc3b y Tom20 evaluado por el coeficiente de correlacion de Pearson (PCC) de
ambas tinciones en MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM (n = 3). (b)
Histograma de la izquierda, andlisis por citometria de flujo de la masa mitocondrial de MEF antes (control)
o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM, o de las células pluripotentes mostradas incubados
con Mitotracker Green FM. Grafica de la derecha, cuantificacion de la intensidad fluorescente media de
los histogramas de la izquierda (n = 3). (c) Paneles superiores, lisados celulares de MEF antes (control) o
a los dias indicados tras la transduccion con OSKM, o de las células pluripotentes mostradas fueron
analizados por inmunodeteccién usando los anticuerpos indicados para evaluar la masa mitocondrial.
Gréfica inferior, cuantificacion de la ratio Tom40/Tubulina (n = 3). (d) El RNA de MEF antes (control) o a
los dias indicados tras la transduccion con OSKM fue aislado, y la expresion de genes marcadores de
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biogénesis mitocondrial fue evaluada por qPCR y representada como expresion génica relativa a MEF
control (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <
0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de
datos.

La mitofagia fue medida en forma de colocalizacion entre Gfp-Lc3b y Tom20, la
cual no varié durante los primeros dias de la reprogramacién (Fig. 22a). Sin embargo,
si se detecté una suave reduccién mitocondrial por citometria de flujo, aunque fue
menos evidente por inmunodeteccion de proteinas (Fig. 22b, c). La expresién de
genes implicados en biogénesis mitocondrial mostré un incremento a dias mas tardios
del proceso de reprogramacion celular (Fig. 22d). En conjunto, estos resultados
sugieren que la reduccion mitocondrial inducida por la transduccion con OSKM no esta
asociada a mitofagia mediada por Lc3b.

1.4. La fision mitocondrial inducida por OSKM es dependiente de Drp1

Para entender mejor la red génica que controla la dinamica mitocondrial durante
la reprogramacion celular, se examind la expresiéon de los factores implicados en la
regulacion de este proceso (Otera et al.,, 2013) en MEF antes o después de la
transduccién con OSKM, y en células pluripotentes. Relativa a su expresién a dia cero
en MEF, la expresiéon de los factores de fision Gdap1, Fis1, Mff, Mid49 y Mid51 fue
menor en células pluripotentes, a diferencia de Drp1 que incrementd tres veces su
expresion (Fig. 23). En el caso de los factores de fusion, se observé que, respecto a
dia cero, la expresion de Opa? no cambié en células pluripotentes, mientras que la
expresion de Mfn1 y Mfn2 fue comparable a la de MEF (Mfn1) o se redujo mas de un
75% (Mfn2) (Fig. 23 y siguientes). Curiosamente, la expresion de la mayoria de los
factores implicados en la dinamica mitocondrial incrementd su expresién génica
durante los primeros dias de la reprogramacion, reflejando una adaptacién temprana
de la morfologia y funcién mitocondrial tras la expresion de OSKM.

Dado que Drp1 fue el unico factor de fision que mostré un incremento durante los
primeros dias del proceso y en células pluripotentes, se especuldé que la fisidn
mitocondrial inducida por OSKM siguiera una via dependiente de esta proteina. Para
dilucidar la importancia de esta proteina en el proceso, se llevaron a cabo ensayos de
reprogramacion celular en los que se inhibié la funcion de Drp1 mediante tres
aproximaciones experimentales diferentes: RNA de interferencia (Fig. 24),
sobreexpresion de Drp1 con la mutacién dominante negativa K38A (Fig. 25a, b) e
inhibicidon quimica de la actividad enzimatica GTPasa de Drp1 (Fig. 25c, d).
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Figura 23. La expresion de Drp1 se incrementa durante la reprogramacion celular y en el estado
pluripotente. (a) El RNA de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM
(barras negras), o de las células pluripotentes mostradas (barras rojas) fue aislado y la expresiéon de
genes implicados en la dinamica mitocondrial fue evaluada por qPCR y representada como expresion
génica relativa a MEF control (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; **
P <0,01; ** P <0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los
conjuntos de datos.
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Se evalud la eficiencia de reprogramacién mediante el recuento de colonias
positivas para fosfatasa alcalina o AP (del inglés, alkaline phosphatase) a dia 25 tras la
transduccién con OSKM. La inhibicién de la funcion de Drp1 mediante cualquiera de
las 3 aproximaciones: el silenciamiento de la expresion por esiRNA (Fig. 24a), la
sobreexpresion del Drp1 con la mutacién K38A o el tratamiento con el inhibidor de
Drp1 Mdivi-1 redujo la aparicion de colonias positivas para AP en un 35% (Fig. 24b),
un 50% (Fig. 25a), y un 100% (Fig. 25c), respectivamente. Ademas, cada una de estas
aproximaciones redujo la fisién mitocondrial inducida por OSKM (Fig. 24c, 25b, 25d).
En conjunto, estos resultados indican que la fision mitocondrial inducida durante la
fase estocastica de la reprogramacion celular es dependiente de Drp1 (Fig. 26).
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Figura 24. La fision mitocondrial inducida por la reprogramacion celular es dependiente de Drp1.
(a) EI RNA de MEF transducidos con OSKM durante 4 dias en presencia de esiRNA control (esiControl) o
esiRNA contra Drp1 (esiDrp1) fue aislado y la expresion de Drp1 fue analizada por gPCR y representada
como expresion génica relativa a esiControl. Paneles de la derecha, lisados celulares de MEF tratados
como antes fueron analizados por inmunodeteccién usando los anticuerpos indicados para evaluar el
silenciamiento de Drp1. (b) MEF fueron sometidos a un ensayo de reprogramacion celular con OSKM en
presencia de esiControl o esiDrp1. Grafica de la izquierda, cuantificacion de la eficiencia de
reprogramacién mediante el recuento del numero de colonias positivas para AP tras 25 dias de la
expresion de OSKM en presencia de esiControl o esiDrp1 (n = 6). Paneles de la derecha, imagenes
representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la tincion de AP. Los recuadros inferiores
muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. (c) Células tratadas como en (a) fueron
analizadas por inmunofluorescencia 4 dias tras la transduccion con OSKM. Paneles de la izquierda,
imagenes representativas de microscopia confocal de células tefiidas con anticuerpo anti-Tom20 (rojo).
Los recuadros inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro de las respectivas imagenes.
DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 24 um. Grafica de la derecha,
cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en presencia de esiControl o esiDrp1 (n = 3). Los
datos estan representados como la media + SEM (*** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de
una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 25. La fision mitocondrial inducida por la reprogramacion celular es dependiente de Drp1.
(a) MEF transducidos con Drp1 tipo silvestre (Drp1WT) o con la mutacion K38A (Drp1X3A) fueron
sometidos a un ensayo de reprogramacion celular con OSKM. Gréfica de la izquierda, cuantificacion de la
eficiencia de reprogramacion mediante el recuento del nimero de colonias positivas para AP tras 25 dias
de la expresion de OSKM en presencia de Drp1WT o Drp1K38A (n = 3). Paneles de la derecha, imagenes
representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la tincion de AP. Los recuadros inferiores
muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. (b) Células tratadas como en (a) fueron
analizadas por inmunofluorescencia 4 dias tras la transduccién con OSKM. Paneles de la izquierda,
imagenes representativas de microscopia confocal de células tefiidas con anticuerpo anti-Tom20 (rojo).
Los recuadros inferiores muestran una magnificacion en blanco y negro de las respectivas imagenes.
DAPI (azul) fue utilizado como contratincién nuclear. Barras de escala, 24 ym. Gréfica de la derecha,
cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en presencia de Drp1WT o Drp1K38A (n = 3). (c)
MEF sometidos a reprogramacion celular con OSKM fueron tratados con DMSO, como vehiculo control, o
el inhibidor de Drp1 Mdivi-1 (50 uM) (iDrp1). Grafica de la izquierda, cuantificacion de la eficiencia de
reprogramacién mediante el recuento del numero de colonias positivas para AP tras 25 dias de la
expresion de OSKM en presencia de DMSO o Mdivi-1 (n = 3). Paneles de la derecha, imagenes
representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la tincion de AP. Los recuadros inferiores
muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. (d) Células tratadas como en (c) fueron
analizadas por inmunofluorescencia 4 dias tras la transducciéon con OSKM. Paneles de la izquierda,
imagenes representativas de microscopia confocal de células tefiidas con anticuerpo anti-Tom20 (rojo).
Los recuadros inferiores muestran una magnificacion en blanco y negro de las respectivas imagenes.
DAPI (azul) fue utilizado como contratincién nuclear. Barras de escala, 24 ym. Grafica de la derecha,
cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en presencia de DMSO o Mdivi-1 (n = 3). Los
datos estan representados como la media + SEM (** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-
Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 26. Modelo del papel de la reorganizacion mitocondrial dependiente de Drp1 durante la fase
estocastica de la reprogramacion celular. La ilustracion representa la reorganizacion mitocondrial
asociada a la reprogramacion celular durante la fase estocastica, desde un estado somatico con
mitocondrias tubulares hasta otro pluripotente con mitocondrias fragmentadas. La linea roja representa la
evolucion de la poblacidon celular con mitocondrias fragmentadas, alcanzando un maximo durante los
primeros dias de la reprogramacion celular y disminuyendo después paulatinamente. Algunas de las
células de esta poblaciéon seguiran su camino hacia la reconversion, pasando por intermediarios
epiteliales que presentan una morfologia mitocondrial similar a la de células pluripotentes. Este proceso
es dependiente de la proteina de fision mitocondrial Drp1 y no esta asociado a la reduccién mitocondrial
por mitofagia.
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2.1. Laexpresion de OSKM induce la fosforilacion en la Ser579 de Drp1

Se realizd un analisis por cromatografia liquida-espectrometria de masas en
tandem o LC-MS/MS de la fraccion citosdlica y mitocondrial de Drp1 etiquetada con el
epitopo Flag en ESC para identificar los residuos fosforilados de esta proteina. Estos
experimentos revelaron que la serina 579 era el Unico residuo fosforilado de Drp1 en la
fraccion mitocondrial, mientras que Drp1 mostré una amplia variedad de residuos
fosforilados en la fraccidn citosdlica (Fig. 27). De hecho, la mayoria de los residuos
fosforilados encontrados en la fraccion citosélica no han sido descritos previamente, lo
que incita a realizar una investigacion mas exhaustiva de su papel regulador y
especificidad celular.

Con estos datos se abordd la posibilidad de que la fosforilacién de la serina 579
de Drp1 (Drp1-S579), conocida por favorecer el reclutamiento de la proteina sobre la
mitocondria en respuesta a sefales de proliferacién (Taguchi et al., 2007), jugara un
papel en la fragmentacién mitocondrial inducida durante la reprogramacion celular. Los
analisis por inmunodeteccién de proteinas revelaron que la fosforilacion de Drp1-S579,
en comparacion con MEF, se incrementd notablemente durante la reprogramacion
celular y en células pluripotentes, mientras que la cantidad de Mfn2 aumenté durante
la reprogramacion y disminuyo drasticamente en células pluripotentes (Fig. 28a). Estos
datos sugieren que durante la fision mitocondrial inducida por los factores de
reprogramacion se utiliza un conjunto de proteinas similar al encontrado en células
somaticas, y que la dinamica de estos organulos en células pluripotentes podria
depender de la expresion de Drp1 vy el silenciamiento de Mfn2.

De forma notable, los analisis por inmunofluorescencia (Fig. 28b) y
fraccionamiento subcelular (Fig. 28c, d) revelaron que la colocalizacién entre Drp1 y el
marcador mitocondrial Tom20 se incrementd durante la reprogramacion celular, en
comparacion con MEF control. Curiosamente, Drp1 mostré una fuerte colocalizacion
con el marcador Tom20 en ESC (Fig. 28b, grafica de la derecha). En conjunto, estos
resultados sugieren que la expresion de OSKM estimula el reclutamiento de Drp1 a la
mitocondria durante la reprogramacion celular a través de la induccién de la
fosforilacion de Drp1-S579.
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a
Identificacion proteica
Fraccién Proteina identificada Unused %Cob %Cob (95%) N° Peptidos (95%)
Citosdlica Dynamin-1-like protein (DNM1L) 405,6 97,8299975 86,8200 823
Mitocondrial Dynamin-1-like protein (DNM1L) 105,39 81,129998 72,1000 115
Modificaciones peptidicas
Fraccién Residuo modificado Secuencia Confianza Diferencia
Mitocondrial pSer579 SKPIPIMPASPQK 99,00 0,00369
Citosolica pSer330, pThr338 DDKSATLLQLITKFATEYCNTIEGTAK 97,94 0,00737
Citosdlica pSer647 DTLQSELVGQLYKSSLLDDLLTESEDMAQR 90,21 0,05967
Citosdlica pSer175 FISNPNSIILAVTAANTDMATSEALK 99,00 0,03330
Citosdlica pSer136 GVSPEPIHLKIFSPNVVNLTLVDLPGMTK 99,00 0,03157
Citosdlica pSer450 IIQHCSNYSTQELLR 99,00 0,02359
Citosdlica pThrd79 LPVTNEMVHNLVAIELAYINTK 99,00 0,03727
Citosolica pSer71, pThr78 QLVHVSQEDKRKTTGEENGVEAEEWGK 99,00 -0,01278
Citosdlica pSer175 RFISNPNSIILAVTAANTDMATSEALK 99,00 0,03811
Citosdlica pSer71 RPLILQLVHVSQEDK 99,00 0,00315
Citosdlica pSer579 SKPIPIMPASPQKGHAVNLLDVPVPVAR 99,00 0,00072
Citosdlica pSer579 SKPIPIMPASPQK 99,00 0,00696
Citosolica pSer136 SPEPIHLKIFSPNVVNLTLVDLPGMTK 99,00 0,05696
Citosdlica pSer656 SSLLDDLLTESEDMAQR 99,00 0,03261
Citosolica pSer616 SYFLIVR 99,00 0,01953
Citosolica pSer656, pSer657 VGQLYKSSLLDDLLTESEDMAQR 97,38 0,07306
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Figura 27. Residuos fosforilados de Drp1 en ESC. (a) Sumario de residuos fosforilados encontrados en
la fraccién citosolica o mitocondrial de Drp1 por LC-MS/MS. La tabla superior muestra la identificacion de
proteinas en ambas fracciones subcelulares clasificada por el Unused ProtScore. Unused, evaluacion del
parametro de confianza para la proteina identificada, calculado a partir de la confianza peptidica de
péptidos de espectros que no han sido utilizados por las proteinas ganadoras de mayor puntuacion;
%Cob (cobertura), porcentaje de aminoacidos emparejados de péptidos identificados que muestran una
confianza mayor a 0, divididos por el ndmero total de aminoacidos de la secuencia; %Cob (95%),
porcentaje de aminoacidos emparejados de las proteinas identificadas que muestran una confianza mayor
o igual al 95%, dividido por el numero total de aminoacidos en la secuencia. La tabla inferior muestra los
detalles de los péptidos identificados y el residuo fosforilado (en rojo) en ambas fracciones subcelulares.
Confianza, confianza del péptido identificado; diferencia, diferencia de masa entre el peso molecular del
precursor y el peso molecular tedrico de la secuencia peptidica emparejada. (b) Diagrama que representa
los residuos fosforilados sobre los diferentes dominios de Drp1 en su fraccién citosdlica (diagrama de la
izquierda) o en su fraccion mitocondrial (diagrama de la derecha) en ESC identificados por LC-MS/MS.
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Figura 28. La reprogramacion celular induce la fosforilacion de Drp1-S579 y su reclutamiento sobre
la mitocondria. (a) Paneles de la izquierda, lisados celulares de MEF antes (control) o a los dias
indicados tras la transduccién con OSKM, o de las células pluripotentes mostradas fueron analizados por
inmunodeteccién usando los anticuerpos indicados. Graficas de la derecha, cuantificaciéon de las ratios
indicadas (n = 3). (b) Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de MEF
antes (control, paneles superiores) o 4 dias tras la transduccion con OSKM (paneles centrales), o de ESC
(panales inferiores) tefiidas con anticuerpos anti-Tom20 (rojo) y anti-Drp1 (verde). DAPI (azul) fue utilizado
como contratincion nuclear. Los paneles centrales muestran una magnificacion de las imagenes de la
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izquierda. Los paneles de la derecha son una representacion por colores de las imagenes centrales para
mostrar los pixeles que colocalizan entre ambas tinciones de acuerdo a la barra de colores. Los colores
calidos representan pixeles con una alta correlacion en intensidad y solapamiento espacial, mientras que
los colores frios son indicativos de aleatoriedad o no correlacién. Barras de escala, 24 ym y 12 um,
respectivamente. Grafica de la derecha, cuantificacion del coeficiente de correlacién de Pearson (PCC)
para evaluar el grado de colocalizacion entre Drp1 y Tom20 a los dias indicados tras la transducciéon con
OSKM. La linea punteada roja indica la colocalizacién entre Drp1 y Tom20 en ESC (n = 3). (c¢) Paneles de
la izquierda, MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM, o ESC fueron
lisados y fraccionados en las porciones subcelulares citosdlica y mitocondrial. Ambas fracciones fueron
analizadas por inmunodeteccion usando los anticuerpos indicados. Grafica de la derecha, cuantificacion
de la ratio Drp1/Tom20 en la fraccion mitocondrial (n = 3). (d) Paneles mostrando la inmunodeteccion de
las proteinas indicadas en los lisados celulares totales de las células usadas para el fraccionamiento
subcelular en (¢) como control. Los datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001; *** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los
conjuntos de datos.

2.2. Lafragmentacion mitocondrial inducida por OSKM es dependiente de la
senalizacion a través de Erk1/2

Recientemente, se ha descrito que ERK2 fosforila a DRP1-S616 (residuo
equivalente a Drp1-S579 en ratén) en células humanas (Kashatus et al., 2015;
Serasinghe et al.,, 2015). Seguidamente, se estudié la posibilidad de que la
fosforilacion de Drp1-S579 por Erk1/2 pudiera jugar un papel en la fisibn mitocondrial
inducida por OSKM. De hecho, el andlisis por inmunodeteccién de proteinas mostro
que la fosforilacién de Erk1/2 seguia una cinética paralela a la fosforilacion de Drp1-
S579 durante los primeros cuatro dias de la reprogramacién celular (Fig. 29a).
Adicionalmente, células transducidas con OSKM durante 3 dias se incubaron con el
inhibidor especifico para Mek1/2 PD0325901, observando una disminucion de la
activacion de Erk1/2 y de la fosforilacion de Drp1-S579 del 50% y 35%,
respectivamente, relativa a células tratadas con DMSO (como vehiculo control) (Fig.
29b). Ademas, el analisis por inmunofluorescencia reveld que la inhibicién de Erk1/2 a
través del inhibidor de Mek1/2 redujo la fragmentacion mitocondrial comparada con
células tratadas con DMSO (Fig. 29c). El tratamiento con el inhibidor de Mek1/2 no
afectdé a las cantidades de Opa1 o Mfn2 (Fig. 29b), sugiriendo que la inhibicion de la
fisibn mitocondrial inducida por OSKM se debi6 a la disminucion de la fosforilacién de
Drp1-S579 por Erk1/2. Apoyando esta idea, la expresién de Drp1 con la mutacion
S579D, que mimetiza la fosforilacion constitutiva de Ser579, rescato la fragmentacion
mitocondrial inducida por OSKM en células incubadas con el inhibidor, mientras que la
forma tipo silvestre de Drp1 no lo hizo (Fig. 29d). Aunque la contribucién relativa de
Cdk1 a la fosforilacion de Drp1-S579 no puede ser descartada, estos resultados
sugieren que la activacion de Erk1/2 por la expresion de OSKM es necesaria para la

fision mitocondrial inducida durante la reprogramacion celular.
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Figura 29. La fision mitocondrial inducida durante la reprogramacion celular depende de la
fosforilacion de Drp1-S579 por Erk1/2. (a) Paneles de la izquierda, lisados celulares de MEF antes
(control) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM fueron analizados por inmunodeteccion
usando los anticuerpos indicados. Graficas de la derecha, cuantificacion de la ratio p-Erk/Erk (n = 3). (b)
MEF transducidos con OSKM durante 3 dias fueron tratados con DMSO (barras negras), como vehiculo
control, o el inhibidor de Mek1/2 PD0325901 (1 uM) (iMek, barras verdes) durante 16 horas. Paneles de la
izquierda, los lisados celulares extraidos fueron evaluados por inmunodeteccion usando los anticuerpos
indicados. Grafica de la derecha, cuantificacion de las ratios indicadas (n = 3). (¢) Paneles de la izquierda,
imagenes representativas de microscopia confocal de células tratadas como en (b), fijadas y tefidas con
el anticuerpo anti-Tom20 (rojo). Los recuadros inferiores muestran una magnificaciéon en blanco y negro
de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 24
um. Grafica de la derecha, cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en presencia de
DMSO o PD0325901 (n = 3). (d) MEF expresando Drp1 tipo silvestre (Drp1VT) o con la mutacién S579D
(Drp18579D) fueron transducidos con OSKM, tratados como en (b), fijados y tefiidos como en (c). Paneles
de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de las células. Los recuadros inferiores
muestran una magnificacion en blanco y negro de las respectivas imagenes. Barras de escala, 24 um.
Gréfica de la derecha, cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en presencia de Drp1WT o
Drp1857%0 y/o DMSO o PD0325901 (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM (* P <
0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los
conjuntos de datos.
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2.3. Lafosforilacion de Drp1-S579 por Erk1/2 es dependiente del silenciamiento
de Dusp6

Los miembros de la familia DUSP controlan la actividad intracelular de las
MAPK, y la expresion de estas fosfatasas es inversamente proporcional a la actividad
MAPK (Caunt and Keyse, 2013; Nunes-Xavier et al., 2013). Curiosamente, se observé
que la expresion génica de una de las principales fosfatasas citosdlicas de Erk1/2,
Duspé6, descendié durante los primeros dias del proceso (Fig. 30a). Esto sugirié que la
activacion temprana de la via ERK podria deberse a la reduccion de la expresion de
Dusp6. De hecho, la sobreexpresiéon de Dusp6 durante la transduccion con OSKM
redujo tanto la activacién de Erk1/2 como la fosforilacion de Drp1-S579 asociada a la
expresion de OSKM (Fig. 30b). De acuerdo con estos resultados, y relativo a las
células control, la sobreexpresion de Dusp6 redujo un 50% la fragmentacion
mitocondrial inducida por OSKM (Fig. 30c), sin afectar a las cantidades de Opa1l o
Mfn2 (Fig. 30b). De forma notable, la co-expresion de Drp1 con la mutacion S579D
junto a Dusp6 durante la reprogramacion celular rescaté la fisidbn mitocondrial asociada
a la transduccion con OSKM, mientras que la forma tipo silvestre de Drp1 no lo hizo
(Fig. 30d). Ademas, la adicion de Dusp6 al coctel de reprogramacion redujo un 60% el
numero de colonias positivas para AP a dia 25 del proceso, relativo a células
transducidas con vector control (Fig. 30e, grafica de la izquierda). Un efecto similar fue
observado cuando la reprogramacion celular se llevé a cabo en presencia del inhibidor
de Mek1/2 PD0325901 (Fig. 30e, grafica de la derecha). En conjunto, estos resultados
asocian el silenciamiento de Dusp6 a la activacion temprana de Erk1/2 para dirigir la
fragmentacion mitocondrial dependiente de Drp1, la cual es necesaria para la
reprogramacion celular (Fig. 31).
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Figura 30. La fosforilacion de Drp1-S579 por Erk1/2 depende del silenciamiento de Dusp6. (a) El
RNA de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM fue aislado y la
expresion de Dusp6 fue evaluada por gPCR y representada como expresion génica relativa a MEF control
(n = 3). (b) MEF expresando vector control (control, barras negras) o Dusp6 (barras verdes) fueron
transducidos con OSKM durante 4 dias. Paneles de la izquierda, los lisados celulares extraidos fueron
evaluados por inmunodetecciéon usando los anticuerpos indicados. Grafica de la derecha, cuantificacion
de las ratios indicadas (n = 3). (c) Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia
confocal de células tratadas como en (b), fijadas y tefiidas con el anticuerpo anti-Tom20 (rojo). Los
recuadros inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI
(azul) fue utilizado como contratincién nuclear. Barras de escala, 24 pm. Grafica de la derecha,
cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en presencia de vector control o Dusp6 (n = 3).
(d) MEF expresando Dusp6 y Drp1 tipo silvestre (Drp1WT) o con la mutacion S579D (Drp1S579) fueron
transducidos con OSKM, fijados y tefiidos como en (c). Paneles de la izquierda, imagenes representativas
de microscopia confocal de las células. Los recuadros inferiores muestran una magnificacién en blanco y
negro de las respectivas imagenes. Barras de escala, 24 ym. Grafica de la derecha, cuantificacion de las
diferentes morfologias encontradas en presencia de Dusp6 y Drp1WT o Dusp6 y Drp1S579D (n = 3). (e) MEF
tratados como en (b), o con DMSO, como vehiculo control, o el inhibidor de Mek1/2 PD0325901 (1 pM)
(iMek) fueron sometidos a un ensayo de reprogramacion celular con OSKM. Graficas de la izquierda,
cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion mediante el recuento del numero de colonias positivas
para AP tras 25 dias de la expresion de OSKM (n = 3). Paneles de la derecha, imagenes representativas
de campo claro de las placas de cultivo tras la tincién de AP. Los recuadros inferiores muestran una
magnificacion de las respectivas imagenes. Los datos estan representados como la media + SEM (* P <
0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para
comparar los conjuntos de datos.
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Figura 31. Modelo del papel del eje Dusp6-Erk1/2-Drp1 durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular. La ilustracion representa el papel de la sefializacién a través de Erk1/2 en la
activacion de Drp1 a través de su fosforilacion en la Ser579 durante los primeros dias de la
reprogramacion celular. También se muestra el papel del silenciamiento de Dusp6 por OSKM en la
activacion de Erk1/2 durante esta fase del proceso.
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3.1. Lafision mitocondrial inducida por la reprogramacion celular es
dependiente de c-Myc

Una vez se describid el proceso de fision mitocondrial asociado a la
reprogramaciéon celular, se traté de elucidar el papel que juegan los factores de
Yamanaka en este proceso. Para ello, MEF fueron transducidos con 3 combinaciones
diferentes de factores: OSKM, OSK y c-Myc. Las células transducidas con OSK
durante 4 dias mostraron una morfologia mitocondrial tubular similar a la de MEF
control, mientras que alrededor del 60% de las células transducidas con OSKM
presentaron una morfologia fragmentada (Fig. 32a). Curiosamente, la expresion de c-
Myc en las células somaticas indujo fision mitocondrial. Entorno al 70% de las células
transducidas con c-Myc presentaron una morfologia fragmentada (Fig. 32a), muy
similar a la que se observé en células pluripotentes (Fig. 32b). Comparados con los
MEF antes o después de ser transducidos con OSK, la fosforilacion de Erk1/2 y Drp1-
S579 se incremento alrededor de 2-3 veces en las células transducidas con OSKM o
c-Myc (Fig. 32c). Ademas, se observé que la expresion de OSKM y c-Myc durante 4
dias inducia un robusto reclutamiento de Drp1 a la mitocondria, mientras que la
colocalizaciéon de Drp1 con el marcador mitocondrial Tom20 en las células
transducidas con OSK aument6 s6lo marginalmente con respecto al control (Fig. 32d).

De acuerdo con los resultados mostrados en el capitulo 2, se observé que las
células transducidas con c-Myc durante 3 dias e incubadas con el inhibidor de Mek1/2
mostraban una reduccién de la fragmentacion mitocondrial inducida por c-Myc, una
inhibicion de la activacion de Erk1/2 y un descenso de la fosforilacién de Drp1-S579
(Fig. 33a, b). En este sentido, la co-expresion de c-Myc junto a Drp1 con la mutacion
S579D, pero no con la forma tipo silvestre de Drp1, rescatd la fragmentacion
mitocondrial inducida por c-Myc (Fig. 33c). Curiosamente, la expresion de Dusp6 sélo
se redujo un 25% en células transducidas con OSK o c-Myc, mientras que o hizo un
50% en células transducidas con OSKM (Fig. 33d), sugiriendo que los cuatro factores
actuan cooperativamente en el silenciamiento de Dusp6. En conjunto, estos resultados
sugieren que la fision mitocondrial a través de la fosforilacion de Drp1-S579 inducida
durante la reprogramacién celular es dependiente de la presencia de c-Myc en el
céctel de Yamanaka.
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Figura 32. La fision mitocondrial a través de la fosforilacion de Drp1-S579 inducida por OSKM es
dependiente de c-Myc. (a) MEF fueron transducidos con OSKM, OSK o c-Myc durante 4 dias. Paneles
de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de las células fijadas y tefiidas con
anticuerpo anti-Tom20 (rojo). Los recuadros inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro de
las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 24 pm.
Grafica de la derecha, cuantificacién de las diferentes morfologias observadas (n = 3). (b) Imagenes
representativas de microscopia confocal de células pluripotentes tefiidas con anticuerpos anti-Oct4
(verde) y anti-Tom20 (rojo). Los recuadros inferiores muestran una magnificacién en blanco y negro de las
respectivas imagenes. Barras de escala, 16 ym. (c) Paneles de la izquierda, lisados celulares de MEF
antes (control) o 4 dias tras la transduccién con OSKM, OSK o c-Myc fueron analizados por
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inmunodeteccién usando los anticuerpos indicados. Graficas de la derecha, cuantificacion de las ratios
indicadas (n = 3). (d) Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de MEF
antes (control) o 4 dias tras la transduccién con OSKM, OSK o c-Myc tefiidos con anticuerpos anti-Tom20
(rojo) y anti-Drp1 (verde). DAPI (azul) fue utilizado como contratincién nuclear. Los paneles centrales
muestran una magnificacion de las imagenes superiores. Los paneles inferiores son una representacion
por colores de las imagenes centrales para mostrar los pixeles que colocalizan entre ambas tinciones de
acuerdo a la barra de colores. Los colores calidos representan pixeles con una alta correlacion en
intensidad y solapamiento espacial, mientras que los colores frios son indicativos de aleatoriedad o no
correlacion. Barras de escala, 24 ym y 12 um, respectivamente. Grafica de la derecha, cuantificacion del
coeficiente de correlacion de Pearson (PCC) para evaluar el grado de colocalizacion entre Drp1 y Tom20
en MEF antes (control) o 4 dias tras la transducciéon con OSKM, OSK o c-Myc. La linea punteada roja
indica la colocalizacion entre Drp1 y Tom20 en ESC (n = 3). Los datos estan representados como la media
+ SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; *** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue
utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 33. La fosforilaciéon de Erk1/2 inducida durante la reprogramacion celular es dependiente de
c-Myc. (a) MEF transducidos con c-Myc durante 3 dias fueron tratados con DMSO (barras negras), como
vehiculo control, o el inhibidor de Mek1/2 PD0325901 (1 uM) (iMek, barras verdes) durante 16 horas.
Paneles de la izquierda, los lisados celulares extraidos fueron evaluados por inmunodeteccion usando los
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anticuerpos indicados. Grafica de la derecha, cuantificacion de las ratios indicadas (n = 3). (b) Paneles de
la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de células tratadas como en (a), fijadas y
tefiidas con el anticuerpo anti-Tom20 (rojo). Los recuadros inferiores muestran una magnificacion en
blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue utilizado como contratinciéon nuclear. Barras
de escala, 24 ym. Grafica de la derecha, cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en
presencia de DMSO o PD0325901 (n = 3). (¢) MEF expresando Drp1 tipo silvestre (Drp1WT) o con la
mutacion S579D (Drp15579D) fueron transducidos con c-Myc, tratados como en (a), fijados y tefiidos como
en (b). Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal de las células. Los
recuadros inferiores muestran una magnificacion en blanco y negro de las respectivas imagenes. Barras
de escala, 24 ym. Grafica de la derecha, cuantificacion de las diferentes morfologias encontradas en
presencia de Drp1WT o Drp18579D y/o DMSO o PD0325901 (n = 3). (d) EI RNA de MEF antes (control) o 4
dias tras la transduccion con OSKM, OSK o c-Myc fue aislado y la expresion de Dusp6 fue evaluada por
gqPCR y representada como expresion génica relativa a MEF control (n = 3). Los datos estan
representados como la media £+ SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01). La prueba t-Student de una cola fue
utilizada para comparar los conjuntos de datos.

3.2. La fosforilacion de Drp1-S579 inducida por OSKM es dependiente de Cdk1

La sobreexpresion de c-Myc induce la progresion del ciclo celular (Bretones et
al., 2015) y el incremento de la proliferaciéon es un marcador de la fase estocastica de
la reprogramacién celular (Guo et al., 2014; Ruiz et al., 2011; Xu et al., 2013). En este
sentido, la expresion de OSKM o c-Myc incrementé la proliferacion celular, mientras
que las células que expresaban OSK mostraron una tasa de proliferacion similar a la
exhibida por MEF control (Fig. 34a). La activacion transcripcional por c-Myc de genes
asociados a la progresién del ciclo celular promueven la entrada en el ciclo celular
(Bretones et al., 2015). En este sentido, se detectd un incremento en la expresion de
los genes Ccnb1y Ccnb2, durante los primeros dias del proceso, aunque sélo Ccnb1
mantuvo un alta expresion en células pluripotentes (Fig. 34b). Los genes Ccnb1 y
Ccnb2 codifican para las proteinas Ciclina B1 y B2, respectivamente, necesarias para
la transicion G2/M del ciclo celular. En este sentido, las cantidades de proteina Ciclina
B1 siguié un perfil idéntico durante los primeros dias de la reprogramacién y en células
pluripotentes (Fig. 34c). Curiosamente, y relativo a las células control, lo cantidad de
proteina Ciclina B1 no cambié en las células transducidas con OSK (Fig. 34c). La
observacion de la existencia de un paralelismo entre el incremento de la expresién de
la Ciclina B1 y el aumento de la fosforilacion de Drp1-S579 en células transducidas
con OSKM y c-Myc (Fig. 34c) sugirié una correlacion entre la proliferacién celular y la

fisibn mitocondrial.
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Figura 34. La fision mitocondrial inducida por c-Myc depende de la fosforilacion de Drp1-S579 a
través de Cdk1/Ciclina B. (a) MEF fueron transducidos con OSKM, OSK o c-Myc durante 4 dias. Las
células fueron incubadas con BrdU vy fijadas, y la proliferacion celular fue evaluada por
inmunofluorescencia. Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia de fluorescencia
de MEF antes (control) o tras la transduccién con OSKM, OSK o c-Myc durante 4 dias tefidos con
anticuerpo anti-BrdU (verde). DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 40
um. Grafica de la derecha, cuantificacion del niumero de células positivas para BrdU en MEF antes
(control) o 4 dias tras la transduccion con OSKM, OSK o c¢c-Myc (n = 3). (b) EI RNA de MEF antes (control)
0 a los dias indicados tras la transduccién con OSKM, o de las células pluripotentes mostradas fue aislado
y la expresion de Ccnb1 (barras negras) y Ccnb2 (barras azules) fue evaluada por gPCR y representada
como expresion génica relativa a MEF control (n = 3). (c) Paneles de la izquierda, lisados celulares de
MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM (paneles superiores), o 4 dias
tras la transduccion con los factores indicados (paneles inferiores) fueron analizados por inmunodeteccion
usando los anticuerpos indicados. Las células pluripotentes mostradas fueron utilizadas como control.
Gréaficas de la derecha, cuantificacion de la ratio Ciclina B1/Tubulina (n = 3). Los datos estan
representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-
Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.

115



Resultados — Capitulo 3

En relacion a esta observacion, ademas de la fosforilacion de DRP1-S616 a
través de ERK1/2 (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et al., 2015), también se ha
descrito que el complejo Cdk1/Ciclina B1 fosforila a Drp1-S579 en células de raton
(Taguchi et al., 2007) en un proceso mediado por la proteina RalA (del inglés, Ras
related GTP binding protein A) y su efector Ralbp1 (del inglés, RalA binding protein 1)
(Kashatus et al., 2011). Se tratdé de investigar, pues, si el complejo Cdk1/Ciclina B1
podria participar, junto a Erk1/2, en la fosforilacion de Drp1-S579 durante la
reprogramacion celular. Para ello, se analizé la fosforilacion de Drp1-S579 en extractos
celulares de MEF transducidos con OSKM o c-Myc durante 3 dias por
inmunodeteccién de proteinas, después de incubar las células con el inhibidor de Cdk1
RO-3306. Relativo a las células tratadas con DMSO, la fosforilacion de Drp1-S579 se
redujo un 20% en células tratadas con el inhibidor de Cdk1 (Fig. 35a). De acuerdo con
esta observacion, la fision mitocondrial inducida por OSKM (Fig. 35b) o c-Myc (Fig.
35c) se redujo al tratar las células con el inhibidor de Cdk1, pero fue rescatada cuando
se co-expresO Drp1 con la mutacion S579D junto a OSKM (Fig. 35d) o c-Myc (Fig.
35e), en comparacion con su co-expresion con la forma tipo silvestre de Drp1. El
tratamiento con el inhibidor de Cdk1 afecté al proceso de reprogramacién celular,
reduciendo la eficiencia de conversion de las células transducidas con OSKM en un
80% (Fig. 35f). Estos datos sugieren que el complejo Cdk1/Ciclina B1 colabora con
Erk1/2 en la activacion de Drp1 durante la primera fase de la reprogramacioén celular, y
que dicho proceso es dependiente de c-Myc (Fig. 36).
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Figura 35. La fision mitocondrial inducida por c-Myc depende de la fosforilacion de Drp1-S579 a
través de Cdk1/Ciclina B. (a) MEF transducidos con OSKM o c-Myc durante 3 dias fueron tratados con
DMSO (barras negras), como vehiculo control, o el inhibidor de Cdk1 RO-3306 (10 uM) (iCdk1, barras
verdes) durante 24 horas. Paneles de la izquierda, los lisados celulares extraidos fueron evaluados por
inmunodeteccién usando los anticuerpos indicados. Gréafica de la derecha, cuantificacion de la ratio p-
Drp1-S579/Drp1 (n = 3). (b, ¢) Paneles de la izquierda, imagenes representativas de microscopia confocal
de células tratadas como en (a), fijadas y tefiidas con el anticuerpo anti-Tom20 (rojo). Los recuadros
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inferiores muestran una magnificacion en blanco y negro de las respectivas imagenes. DAPI (azul) fue
utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 24 ym. Graficas de la derecha, cuantificacion de
las diferentes morfologias encontradas en presencia de DMSO o RO-3306 (n = 3). (d, e) MEF expresando
Drp1 tipo silvestre (Drp1WT) o con la mutacion S579D (Drp15579D) fueron transducidos con OSKM o ¢c-Myc,
tratados como en (a), fijados y tefiidos como en (b, ¢). Paneles de la izquierda, imagenes representativas
de microscopia confocal de las células. Los recuadros inferiores muestran una magnificacion en blanco y
negro de las respectivas imagenes. Barras de escala, 24 pym. Graficas de la derecha, cuantificacién de las
diferentes morfologias encontradas en presencia de Drp1WT o Drp1%5790 y/o DMSO o RO-3306 (n = 3). (f)
MEF tratados como en (a) fueron sometidos a un ensayo de reprogramacion celular con OSKM. Grafica
de la izquierda, cuantificacion de la eficiencia de reprogramaciéon mediante el recuento del nimero de
colonias positivas para AP tras 25 dias de la expresion de OSKM (n = 3). Paneles de la derecha,
imagenes representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la tincion de AP. Los recuadros
inferiores muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. Los datos estan representados como
la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola
fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 36. Modelo del papel de la fosforilacion de Drp1-S579 dependiente de c-Myc durante la fase
estocastica de la reprogramacion celular. La ilustracion representa la participacion del complejo Cdk1/
Ciclina B, junto a la sefializacion a través de Erk1/2, en la fosforilacién de Drp1-S579 durante los primeros
dias de la reprogramacién celular. También se muestra el papel de la activaciéon de la expresion de Ccnb
por c-Myc, junto al silenciamiento de Dusp6 por OSKM, durante esta fase del proceso. Dado que OSK
también participa en el silenciamiento de Dusp6, se sugiere algun tipo de estimulacién accesoria por parte
de c-Myc sobre Erk1/2.
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4.1. El remodelado metabdlico durante la fase estocastica de la reprogramacion
celular es dependiente de c-Myc

Se ha descrito que durante la reprogramacién celular se produce un cambio
metabdlico, desde un estado somatico-oxidativo a un estado pluripotente-glucolitico
(Folmes et al., 2011; Panopoulos et al., 2012). Se traté de elucidar la naturaleza y
dinamica de este cambio metabdlico, y el papel de c-Myc en este proceso.
Primeramente, se analizaron las variaciones de los metabolitos en el medio de cultivo
de MEF control o transducidos con OSKM, OSK o c-Myc mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) durante los primeros dias del proceso (Fig. 37a).
Curiosamente, el analisis de componentes principales de los datos 4 dias después de
la transduccion mostré una robusta agrupacion entre las células que expresaban c-
Myc y las células madre embrionarias, por un lado, y los MEF control y las células que
expresaban OSK, por otro, indicando que ambos grupos presentaban variaciones
metabdlicas muy similares (Fig. 37b). El analisis de estas variaciones mostré un mayor
consumo de glucosa y glutamina, y una mayor produccion de lactato en células
transducidas con c-Myc y ESC comparado con células transducidas con OSK y MEF
control (Fig. 37c). Concretamente, la tasa de produccion de lactato (Fig. 38a, grafica
de la izquierda) y la tasa de consumo de glucosa (Fig. 38b, grafica de la izquierda) 4
dias después de la transduccion se incrementaron en las células transducidas con
OSKM o c-Myc, alcanzando tasas similares a las observadas en ESC. De hecho, se
observo un claro paralelismo en la cinética de produccion de lactato (Fig. 38a, grafica
de la derecha) y de consumo de glucosa (Fig. 38b, grafica de la derecha) entre células
transducidas con c-Myc y ESC, por un lado, y MEF control y células transducidas con
OSK, por otro. Las células transducidas con OSKM reflejaron una cinética intermedia.
El analisis de la tasa de consumo de glutamina 4 dias después de la transduccion
revelé un patrén muy similar al del consumo de glucosa (Fig. 38c), no asi el de la
produccion de acetato (Fig. 38d). En conjunto, estos resultados demuestran una
induccién de la glucdlisis aerobia durante la primera fase de la reprogramacion y que
dicha activacion es dependiente del factor c-Myc.
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Figura 37. La induccién de la glucélisis durante la fase estocastica de la reprogramacion celular es
dependiente de c-Myc. (a) MEF fueron transducidos con OSKM, OSK o c-Myc. A dia 3 tras la
transduccion, el medio fue reemplazado. Después, muestras del medio fueron recogidas y analizadas por
RMN a 10 (dia 3), 24 (dia 4), 48 (dia 5) y 72 horas (dia 6) tras el cambio de medio. Las ESC fueron
utilizadas como control. Gréficas, espectros 'H de RMN de los metabolitos extracelulares de las muestras
indicadas a 24 horas (dia 4) adquiridos a 500 MHz y 27 °C. En gris se resaltan los picos de los
metabolitos mas significativos: glucosa, lactato, glutamina y acetato. (b) Analisis de los componentes
principales 1 (CP1) y 2 (CP2) de las variaciones de los metabolitos extracelulares de MEF antes (control),
0 4 dias tras la transduccion con OSKM, OSK o c-Myc, o de ESC. PC1: R2 = 0,88, Q2 = 0,84; PC2: R2 =
0,08, Q2 = 0,07 (n = 5). (c) Variacion de los metabolitos a lo largo del CP1 (n = 5).
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Figura 38. La induccién de la glucélisis durante la fase estocastica de la reprogramacion celular es
dependiente de c-Myc. (a, b) Graficas de la izquierda, produccién de lactato y consumo de glucosa de
MEF antes (control) o 4 dias tras la transduccién con OSKM, OSK o c-Myc (barras negras), o de las
células pluripotentes mostradas (barras rojas). Graficas de la derecha, evaluaciéon temporal de la
produccién de lactato y consumo de glucosa de MEF antes (control), o a los dias indicados tras la
transduccion con OSKM, OSK o c-Myc, o de las células pluripotentes mostradas (n = 5). (¢, d) Produccion
de acetato y consumo de glutamina de MEF antes (control) o 4 dias tras la transduccion con OSKM, OSK
o c-Myc (barras negras), o de las células pluripotentes mostradas (barras rojas) (n = 5). Los datos estan
representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-
Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.

Se ha descrito que, durante los primeros dias del proceso de reprogramacion,
las células atraviesan un estado hiperenergético debido a un activacion transitoria de
la OXPHOS (Kida et al., 2015). Efectivamente, la medicién de OCR mediante el
sistema Seahorse Analyzer, como indicativo de la actividad OXPHOS, revelaron un
pico en el consumo de oxigeno en células transducidas con OSKM durante 4 dias (Fig.
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39a). Para analizar el papel de c-Myc en esta rapida transicién se cuantificd la OCR en
células transducidas con OSKM, OSK o c-Myc (Fig. 39b). Con la excepcion de la
reserva oxidativa (Fig. 39b, grafica inferior de la derecha), las células transducidas con
OSKM y OSK mostraron aumentos similares en los parametros de OCR, en
comparacion con las células control (Fig. 39b). Curiosamente, MEF transducidos con
c-Myc mostraron una reduccién en todos los parametros de OCR en comparacion con
las células control, o transducidas con OSKM u OSK. Estos datos apoyan la idea de
que la presencia de c-Myc en el coctel de reprogramacion puede ser la causa de la
inhibicion de la OXPHOS tras el pico de actividad a dia 4 del proceso.
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Figura 39. La transicion metabdlica durante la fase estocastica de la reprogramacion celular es
dependiente de c-Myc. (a, b) Graficas superiores, las tasas de consumo de oxigeno (OCR) de MEF
antes (control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM (a), o 4 dias tras la transduccion con
los factores indicados (b) fueron cuantificadas mediante el kit Seahorse XF Cell Mito Stress Test. Las ESC
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fueron utilizadas como control (n = 3). Aunque se muestren por separado, todas las tasas de consumo se
obtuvieron durante el mismo analisis. Graficas inferiores, parametros de OCR: OCR basal, produccién de
ATP, capacidad maxima y reserva oxidativa de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la
transduccion con OSKM (a), o 4 dias tras la transduccién con los factores indicados (b). Las ESC fueron
utilizadas como control (barras rojas) (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM (* P <
0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para
comparar los conjuntos de datos.

4.2. La maquinaria enzimatica de la glucélisis y la OXPHOS es inducida por c-
Myc

Para investigar en profundidad el papel de c-Myc durante el remodelado
metabdlico, se analizd la expresion de enzimas que participan en la glucdlisis o la
OXPHOS durante la reprogramacion celular, en presencia o ausencia de c-Myc,
mediante chips e inmunodeteccién de proteinas. El analisis por chips de proteinas
revelé un aumento, dependiente del tiempo, de las enzimas glucoliticas (Eno1, Gapdh,
Pkm2, Pdhe1a) y oxidativas (Uqcr2, Cox4, Atp5b) durante los primeros dias de la
reprogramaciéon celular en células transducidas con OSKM. La expresion de estas
enzimas en las células pluripotentes mostradas fue elevada (Fig. 40). De acuerdo con
estos resultados, mediante inmunodeteccidn de proteinas se observé un aumento de
las enzimas glucoliticas Hk1, Hk2, Pkm1/2, Ldha y Gapdh durante la reprogramacion
celular (Fig. 41, paneles superiores de la izquierda). El andlisis de células transducidas
con OSKM, OSK o c-Myc evidencié que dicho aumento era dependiente de c-Myc
(Fig. 41, paneles superiores de la derecha). Esta cinética y su dependencia de c-Myc
fue similar para las subunidades proteicas Ndusf3 y Sdha de los complejos | y Il de la
cadena de transporte electrénico, respectivamente (Fig. 42): las cantidades de estas
enzimas aumentaron durante los primeros dias de la reprogramacion celular (Fig. 42,
paneles superiores), y en células transducidas con OSKM y c-Myc durante 4 dias (Fig.
42, paneles inferiores). Curiosamente, la cantidad de Hk1 aumento durante la primera
fase del proceso, pero fue baja en ESC (Fig. 41), apoyando la idea de un cambio
dependiente de c-Myc en la expresién de las diferentes isoformas de la hexoquinasa
entre el estado somatico y el pluripotente (Folmes et al., 2011). En resumen, estos
datos sugieren que la presencia de c-Myc durante la reprogramacion celular aumenta
la expresion de las enzimas glucoliticas y oxidativas.
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Figura 40. El cambio enzimatico de la conversiéon metabolica comienza durante la fase estocastica
de la reprogramacion celular. Lisados celulares de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la
transduccion con OSKM (barras negras), o de las células pluripotentes mostradas (barras rojas) fueron
analizados mediante chips de proteinas. Graficas superiores, cuantificaciéon de la cantidad de las

proteinas indicadas (n

4). Paneles inferiores, imagenes de los chips analizados. El orden de las
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muestras de izquierda a derecha y de arriba a abajo en cada chip es: BSA (5 replicas), control HCT116
(10 replicas), control BT549 (8 replicas), control anticuerpos de ratén (6 replicas), MEF (8 replicas), OSKM
dia 2 (8 replicas), OSKM dia 4 (8 replicas), OSKM dia 6 (8 replicas), ESC (8 replicas) e iPSC (8 replicas).
Los datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01). La prueba t-Student de una
cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 41. La induccidon de la maquinaria enzimatica de la glucdlisis durante la reprogramacion
celular es dependiente de c-Myc. Paneles superiores, lisados celulares de MEF antes (control) o a los
dias indicados tras la transduccion con OSKM (paneles de la izquierda), o 4 dias tras la transduccién con
los factores indicados (paneles de la derecha) fueron analizados por inmunodeteccién usando los
anticuerpos indicados. Las ESC fueron utilizadas como control (barras rojas). Graficas inferiores,
cuantificacion de las ratios indicadas (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM (* P <
0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para
comparar los conjuntos de datos.
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Figura 42. La inducciéon de la maquinaria enzimatica de la OXPHOS durante la reprogramacion
celular es dependiente de c-Myc. Paneles de la izquierda, lisados celulares de MEF antes (control) o a
los dias indicados tras la transduccion con OSKM (paneles superiores), o 4 dias tras la transducciéon con
los factores indicados (paneles inferiores) fueron analizados por inmunodeteccién usando los anticuerpos
indicados. Las ESC fueron utilizadas como control (barras rojas). Graficas de la derecha, cuantificacion de
las ratios indicadas (n = 3). Los datos estan representados como la media £+ SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01;
*** P <0,001; **** P <0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos
de datos.

4.3. Lainhibicién de la OXPHOS durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular es dependiente de c-Myc

Los resultados mostrados indican que la expresion de ambos grupos
enzimaticos, tanto el glucolitico como el oxidativo, aumenta durante la primera fase de
la reprogramacién celular de una forma dependiente de c-Myc. Sin embargo, el
analisis metabdlico reveld que, mientras el aumento de la ruta glucolitica es mantenido
en el tiempo, el incremento de la fosforilacion oxidativa es frenado bruscamente
durante los primeros dias de la reprogramacion celular en presencia de c-Myc. Este
hecho sugirid que la expresion de c-Myc podria generar un deficit de ATP debido a la
inhibicion de la OXPHOS. Para abordar esta posibilidad, se analizé el grado de
activacion de Ampk, proteina que juega un papel central en el mantenimiento de la
homeostasis energética de la célula y actia como un sensor de la disponibilidad de
ATP (Inoki et al., 2012). De hecho, la activacion transitoria de Ampk ha sido descrita
durante los primeros dias de la reprogramacion (Ma et al., 2015). Contrariamente, el
analisis por inmunodeteccién de proteinas mostré una reduccion de la actividad Ampk,
medida como un descenso en la fosforilacion del residuo Thr172 (T172) de la
subunidad catalitica alfa o Ampka, durante los primeros dias del proceso y en ESC
(Fig. 43a, paneles de la izquierda), y en células transducidas con OSKM y c-Myc
durante 4 dias (Fig. 43a, paneles de la derecha). De acuerdo con los resultados del

128



Resultados — Capitulo 4

capitulo 1, estos datos coinciden con la inactivaciéon temprana de la autofagia durante
la reprogramacion celular, proceso inducido por Ampk (Hardie, 2011), y sugieren que la
presencia de c-Myc induce una inactivacion de la actividad Ampk durante la primera
fase de la reprogramacion celular.

Para investigar en mayor profundidad la razén por la cual c-Myc puede inhibir la
actividad la OXPHOS, a la vez que induce la expresiéon de enzimas glucoliticas y
oxidativas, se analizé la expresion del factor inhibidor 1 de la ATP sintasa o Atpif1 (del
inglés, ATP synthase inhibitory factor 1), un inhibidor fisiolégico de la ATP sintasa
mitocondrial (Gledhill et al., 2007; Pullman and Monroy, 1963). Curiosamente, y
relativo a las células control, la cantidad de proteina (Fig. 43a, paneles de la izquierda)
y la expresién de mRNA (Fig. 43b, grafica de la izquierda) producto del gen Atpif1 se
incrementaron en células transducidas con OSKM durante los primeros dias de la
reprogramacion celular y en ESC. Notable fue la observacion de que tanto la cantidad
de proteina (Fig. 43a, paneles de la derecha) como la expresién de mRNA (Fig. 43b,
grafica de la derecha) producto del gen Afpif1 se redujeron en células transducidas
con OSK, pero aumentaron en células transducidas con OSKM o c-Myc durante 4
dias. En este sentido, el silenciamiento de Aifpif1 mediante esiRNA durante los
primeros dias del proceso redujo un 30% la eficiencia de reprogramacion, medida
mediante un ensayo de fosfatasa alcalina (Fig. 43c). Estos resultados sugieren que c-
Myc remodela el metabolismo oxidativo durante la primera fase de la reprogramacion
celular en dos pasos: induciendo la expresion de enzimas glucoliticas y oxidativas,
primero, e inhibiendo la OXPHOS mediante la expresion de Afpif1, después.

Se quiso estudiar la correlacién existente entre el aumento de la expresion de
Atpif1 y la inactivacion de Ampk. Para ello, MEF transducidos con OSKM durante 2
dias fueron tratados con metformina, un activador de Ampk. El andlisis por
inmunodeteccién de proteinas 4 dias tras la transduccion reveld una leve activacion de
Ampk y una reduccién del 10% en la cantidad de proteina Atpif1 (Fig. 44a).
Curiosamente, a medida que se trataban a las células transducidas con OSKM con
metformina a dias mas tardios, la eficiencia de reprogramaciéon celular, medida
mediante un ensayo de fosfatasa alcalina, se fue reduciendo considerablemente (Fig.
44b). En conjunto, estos datos permiten sugerir una relacion entre el aumento de la
expresion de Atpif1 y la inactivacién de Ampk, revelando que la inactivacién de Ampk
durante la fase estocastica del proceso es un paso necesario para la reprogramacion
celular.
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Figura 43. c-Myc induce la inactivacion de Ampk y la expresion de Atpif1 durante la fase
estocastica de la reprogramacion celular. (a) Paneles superiores, lisados celulares de MEF antes
(control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM (paneles de la izquierda), o 4 dias tras la
transduccioén con los factores indicados (paneles de la derecha) fueron analizados por inmunodeteccion
usando los anticuerpos indicados. Las ESC fueron utilizadas como control (barras rojas). Graficas
inferiores, cuantificacion de las ratios indicadas (n = 3). (b) EI RNA de MEF antes (control) o a los dias
indicados tras la transduccion con OSKM (grafica de la izquierda), o 4 dias tras la transduccién con los
factores indicados (grafica de la derecha) fue aislado y la expresion de Atpif1 fue evaluada por gPCR y
representada como expresion génica relativa a MEF control (n = 3). Las ESC fueron utilizadas como
control (barras rojas). (c) MEF fueron sometidos a un ensayo de reprogramacion celular con OSKM en
presencia de esiRNA control (esiControl) o esiRNA contra Atpif1 (esiAtpif1). Grafica de la izquierda,
cuantificacion de la eficiencia de reprogramacién mediante el recuento del nimero de colonias positivas
para AP tras 25 dias de la expresion de OSKM en presencia de esiControl o esiAtpif1 (n = 3). Paneles
superiores de la derecha, imagenes representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la tincién
de AP. Los recuadros inferiores muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. Paneles
inferiores de la derecha, lisados celulares de MEF tratados como antes fueron analizados a dia 6 tras la
transduccion con OSKM por inmunodeteccién usando los anticuerpos indicados para evaluar el
silenciamiento de Atpif1 (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P <
0,01; *** P<0,001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 44. La activacion de Ampk reduce la eficiencia de la reprogramacion celular. (a) MEF
transducidos con OSKM durante 2 dias fueron tratados con agua (control), como vehiculo control, o el
activador de Ampk metformina (aAmpka, 10 mM) durante 48 horas. Paneles de la izquierda, los lisados
celulares extraidos fueron evaluados por inmunodeteccion usando los anticuerpos indicados. Grafica de la
derecha, cuantificacion de la ratio Atpif1/Tubulina (n = 3). (b) MEF fueron sometidos a un ensayo de
reprogramacion celular con OSKM vy tratados como en (a) durante los periodos indicados. Grafica de la
izquierda, cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion mediante el recuento del nimero de colonias
positivas para AP tras 25 dias de la expresion de OSKM (n = 3). Paneles de la derecha, imagenes
representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la tincion de AP. Los recuadros inferiores
muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. Los datos estan representados como la media
+ SEM (* P < 0,05; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para
comparar los conjuntos de datos.

4.4. La activacion del anabolismo durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular es dependiente de c-Myc

Los resultados mostrados sugieren que c-Myc induce un reajuste global del
metabolismo celular durante los primeros dias de la reprogramacién celular de forma
analoga al remodelado metabdlico que tiene lugar en células cancerosas
(DeBerardinis et al., 2008). Este cambio metabdlico caracteristico de células
proliferativas no solo implica una activacion de la glucdlisis aerobia, sino que también
conlleva un ajuste del flujo metabdlico para producir la biomasa necesaria para la
division celular (Lunt and Vander Heiden, 2011).

Uno de los ajustes metabdlicos caracteristicos de este tipo de células
proliferativas es la activacion de la biosintesis de novo de &cidos grasos para
garantizar la demanda de fosfolipidos durante la generacién de nuevas membranas
lipidicas (Menendez and Lupu, 2007). De acuerdo con sus diferentes tasas de
proliferacion (Fig. 34a), tanto la expresion de mRNA (Fig. 45a, graficas de la izquierda)
como la cantidad de proteina (Fig. 40) producto de los genes Fasn y Acc en ESC
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fueron superiores a las observadas en MEF, y mostraron un incremento paulatino en
células transducidas con OSKM durante los primeros dias de la reprogramacion
celular en relacién a MEF control. La expresion de Fasn en células transducidas con
OSK durante 4 dias se redujo, mientras que la Acc aumentd. Sin embargo, la
expresion de ambos genes aumentd en células transducidas con OSKM o c-Myc
durante 4 dias, relativo a MEF control (Fig. 45a, graficas de la derecha).
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Figura 45. El factor c-Myc induce la biosintesis de acidos grasos y la ruta de las pentosas fosfato
durante la reprogramacion celular. (a) El RNA de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la
transduccion con OSKM (grafica de la izquierda), o 4 dias tras la transduccion con los factores indicados
(grafica de la derecha) fue aislado y la expresion de Acc y Fasn fue evaluada por qPCR y representada
como expresion génica relativa a MEF control (n = 3). Las ESC fueron utilizadas como control (barras
rojas). (b) Histograma de la izquierda, analisis por citometria de flujo de la cantidad de gotas lipidicas de
acidos grasos no polares con Bodipy 493/503 en MEF antes (control) o 4 dias tras la transduccion con
OSKM, OSK o c-Myc, o en las células pluripotentes mostradas. Grafica central, cuantificacion de la
intensidad fluorescente media de los histogramas de la izquierda (n = 3). Grafica de la derecha, analisis
temporal de la cantidad de gotas lipidicas de acidos grasos no polares en MEF antes (control) o a los dias
indicados tras la transduccion con OSKM, OSK o c-Myc. La linea punteada roja indica la cantidad de
gotas lipidicas de acidos grasos no polares en ESC (n = 3). Los datos estan representados como la media
+ SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). La prueba t-Student de una cola fue
utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Los acidos grasos liberados de los triacilgliceroles de las gotas lipidicas pueden
ser exportados, reesterificados en ftriacilgliceroles o utilizados bien como fuente de
energia, a través de la B-oxidacion, bien como cofactores en la senalizacion celular o
bien como componentes durante la sintesis de membranas lipidicas (Walther and
Farese, 2012). Mediante un analisis por citometria de flujo, se observé que la cantidad
de gotas lipidicas no varié en células transducidas con OSK durante 4 dias en relacion
a MEF control. Sin embargo, y relativo a MEF control, la cantidad de gotas lipidicas se
redujo en células transducidas con OSKM o c¢c-Myc durante 4 dias y en ESC (Fig. 45b).

Ademas de lipidos, las células con una alta tasa de proliferacion celular poseen
elevados requerimientos de nucleétidos y aminoacidos para mantener la sintesis de
DNA y proteinas, respectivamente. En este sentido, se observé un incremento de la
expresion (Fig. 46a, paneles superiores) y la actividad in vitro (Fig. 46b, grafica de la
izquierda) de G6pd, enzima crucial en la ruta de las pentosas fosfato, en células
transducidas con OSKM durante los primeros dias de la reprogramacion celular. El
analisis relativo a MEF control de células transducidas con OSKM, OSK o c-Myc
durante 4 dias revel6 que tanto el aumento de la expresion de G6pd (Fig. 46a, paneles
inferiores) como de su actividad in vitro (Fig. 46b, grafica de la derecha) son
dependientes de c-Myc.

Estos datos sugieren que la sintesis de novo de acidos grasos y el desvio de
intermediarios de la glucdlisis hacia la ruta de las pentosas fosfato puede ser
importante para el proceso de reprogramacién celular. De hecho, la inhibicién quimica
de las enzimas Fasn y G6pd redujo la eficiencia de reprogramacién, medida mediante
un ensayo de fosfatasa alcalina (Fig. 46¢). En conjunto, estos resultados sugieren que
c-Myc remodela el metabolismo celular para garantizar una alta tasa de proliferacion

durante la reprogramacion celular.
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Figura 46. El factor c-Myc induce la biosintesis de acidos grasos y la ruta de las pentosas fosfato
durante la reprogramacion celular. (a) Paneles de la izquierda, lisados celulares de MEF antes (control)
o0 a los dias indicados tras la transduccién con OSKM (paneles superiores), o 4 dias tras la transduccion
con los factores indicados (paneles inferiores) fueron analizados por inmunodetecciéon usando los
anticuerpos indicados. Las ESC fueron utilizadas como control (barras rojas). Graficas de la derecha,
cuantificacion de la ratio G6pd/Tubulina (n = 3). (b) La actividad in vitro de G6pd fue cuantificada en MEF
antes (control) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM (grafica de la izquierda), o 4 dias tras
la transduccién con los factores indicados (grafica de la derecha) (n = 3). Las ESC fueron utilizadas como
control (barras rojas). (c) MEF fueron sometidos a un ensayo de reprogramacion celular con OSKM vy
tratados con DMSO, como vehiculo control, o el inhibidor de Fasn C75 (200 uM, iFasn) o el inhibidor de
G6pd DHEA (100 uM, iG6pd). Grafica de la izquierda, cuantificaciéon de la eficiencia de reprogramacion
mediante el recuento del nimero de colonias positivas para AP tras 25 dias de la expresién de OSKM (n =
3). Paneles de la derecha, imagenes representativas de campo claro de las placas de cultivo tras la
tincion de AP. Los recuadros inferiores muestran una magnificacion de las respectivas imagenes. Los
datos estan representados como la media + SEM (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001).
La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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4.5. Lareprogramacion celular induce un cambio en el contenido lipidico
celular dependiente de c-Myc

Dada la temprana implicacién de la biosintesis de novo de acidos grasos en la
reprogramacion celular, se traté de dilucidar si esta ruta anabdlica esta asociada a un
cambio en el contenido lipidico durante el proceso. Curiosamente, el analisis
lipidébmico reveld importantes cambios en la cantidad relativa de los diferentes lipidos
estructurales durante la reprogramacion celular (Fig. 47a). Mientras los MEF contenian
elevadas cantidades relativas de lisofosfatidilcolinas (LPC), lisofosfatidiletanolaminas
(LPE), esfingomielinas (SM) y ceramidas (CER), las células pluripotentes mostraron
bajas cantidades de estos lipidos y elevadas de cardiolipinas (CL) y fosfatidilcolinas
(PC). La expresion de OSKM indujo el aumento dependiente del tiempo del contenido
en fosfatidiletanolaminas (PE) y CL, mientras que la expresion de OSK lo redujo y
aument6 el de SM o PC (Fig. 47a). El analisis no supervisado por agrupaciones
jerarquizadas mostré que los perfiles lipidicos de células transducidas con c-Myc se
agrupaban con los de las células transducidas con OSKM (Fig. 47a). En este sentido,
el analisis por componentes principales mostré una transicion inicial similar en células
transducidas con OSKM u OSK (Fig. 47b, flecha negra), sin embargo, a partir de dia 2,
las células que expresaban OSKM reflejaron una conexion temporal en sus cambios
de la composicion lipidica, la cual podria representar diferentes pasos del remodelado
durante su progreso desde el estado inicial somatico al estado pluripotente (Fig. 47b,
flechas verdes). Contrariamente, las células que expresaban OSK volvieron hacia su
posicion inicial dos dias después de la transduccién (Fig. 47b, flechas azules),
reflejando una ausencia de progresion hacia la pluripotencia durante las fases
iniciales. Las flechas rojas continua y punteada reflejan las diferencias en la
composicion lipidica entre las células que expresan OSKM durante 6 dias y las iPSC, y
las IPSC y las ESC, respectivamente. Se utilizd el analisis mediante graficos tipo
volcan para comparar los perfiles lipidos de células transducidas por OSKM u OSK a
los dias indicados. Dos dias después de las transduccion, y relativo a los valores de
las células que expresaban OSK, las células transducidas con OSKM no indujeron
cambios significativos (Fig. 47c, grafica de la izquierda). Sin embargo, 4 dias después
de la transduccion, las células que expresaban OSKM mostraron cambios sustanciales
en la composicion lipidica relativa: un aumento en el contenido de CL y PE, y un
descenso en el de PC y SM (Fig. 47c, grafica central y de la derecha). El aumento en
el contenido de cardiolipinas, fosfolipidos especificos de la membrana mitocondrial
interna, representa el cambio mas dramatico y significativo en el contenido lipidico de
las células transducidas con OSKM (Fig. 47c, cuadrantes superiores de la derecha de
las graficas).
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Figura 47. Remodelaciéon de la composicion lipidica inducida por c-Myc durante la fase estocastica
de la reprogramacién celular. (a) MEF fueron transducidos con OSKM, OSK o c-Myc. A los dias
indicados, la fraccién no polar de los extractos celulares fue obtenida y analizada por LC-MS. Panel, mapa
de calor (Z-score) ilustrando las diferencias en la composicion relativa de lipidos estructurales de MEF
antes (control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM, OSK o c-Myc: PE, CL, PC, CER,
LPE, LPC, PC, PE, SM. Las células pluripotentes mostradas fueron utilizadas como control (n = 3). (b)
Analisis de los componentes principales 1 (CP1) y 2 (CP2) de la composicion relativa de lipidos
estructurales de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccién con OSKM u OSK. Las
células pluripotentes mostradas fueron utilizadas como control (n = 3). Linea negra, transicién observada
en células transducidas con OSKM u OSK a dia 2. Linea azul, transicién inversa observada en células
transducidas con OSK a dia 4 y 6. Lineas verdes, transicion observada en células transducidas con
OSKM a dia 4 y 6. Linea roja continua, representacion de la hipotética transicién de las células
transducidas con OSKM a dia 6 hasta el estado de iPSC. Linea roja punteada, representacion de las
diferencias entre las iPSC y las ESC. (c) Graficas, analisis tipo volcan de las diferencias en la composicion
relativa de lipidos estructurales de las células transducidas con OSKM u OSK a los dias indicados. Los
cuadrantes superiores izquierdo y derecho muestran los lipidos aumentados o reducidos sin ambigtiedad
en células transducidas con OSKM con respecto a las transducidas con OSK, respectivamente (n = 3).
FOC, incremento relativo (del inglés, fold change); FDR, tasa de descubrimientos falsos (del inglés, false
discovery rate).

La comparacion temporal de la composicion relativa de los acidos grasos de los
lipidos totales de la célula reflejo diferencias significativas en su grado de insaturacion
y en su longitud durante la fase inicial de la reprogramacién celular. El analisis no
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supervisado por agrupaciones jerarquizadas revelé que las iPSC y las ESC
presentaban perfiles similares en su composicién de acidos grasos (Fig. 48).
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Figura 48. Remodelacion de los acidos grasos inducida por c-Myc durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular. MEF fueron transducidos con OSKM, OSK o c-Myc. A los dias indicados, el
extracto total de los acidos grasos de la fraccion lipidica total fue analizado por LC-MS. Panel, mapa de
calor (Z-score) ilustrando las diferencias en la composicion relativa de los residuos acilo de la fraccion
lipidica total de MEF antes (control) o a los dias indicados tras la transduccion con OSKM, OSK o c-Myc.
Las células pluripotentes mostradas fueron utilizadas como control (n = 3).

Concretamente, y relativo a MEF, las células pluripotentes mostraron un
contenido similar en acidos grasos saturados (Fig. 49a), mayores cantidades de
monoinsaturados (Fig. 49b), y menores de cadenas acilo poliinsaturadas (Fig. 49c).
Curiosamente, los acidos grasos monoinsaturados se incrementaron en células
transducidas con OSKM y c-Myc, alcanzando los niveles de iPSC tras 4 dias de
expresion (Fig. 49b). En sentido opuesto, la cantidad de los acidos grasos
poliinsaturados se redujo en células transducidas con OSKM, c-Myc y, en menor
medida, OSK (Fig. 49c), comparado con MEF control. Se observé un aumento de la
relacion de acidos grasos (18:1 + 16:1)/(18:0 + 16:0) en las células transducidas con
OSKM, c-Myc, indicando una activacion de la desaturasa de estearoil-CoA durante los
primeros dias de la reprogramacion celular, y sugiriendo un papel de c-Myc en la
regulacion de su actividad (Fig. 49d). Ademas, se detectdé un aumento de residuos
acilo de 18 carbonos con respecto a los de 16 carbonos durante los primeros dias del
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proceso (Fig. 49e). Curiosamente, este aumento fue similar en células transducidas
con OSKM, OSK o c-Myc, sugiriendo una activacion redundante de la actividad
elongasa por los diferentes factores de reprogramacién (Fig. 49e). En conjunto, estos
resultados sugieren que existe una importante remodelacion lipidica durante los
primeros dias de la reprogramacién celular y que c-Myc juega un papel activo en este
proceso, favoreciendo el cambio de clases de lipidos estructurales, asi como el
aumento de la longitud y el grado de insaturacion de las cadenas acilo.
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Figura 49. Remodelacion de los acidos grasos inducida por c-Myc durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular. (a-e) MEF fueron transducidos con OSKM, OSK o c-Myc. A los dias indicados,
el extracto total de los 4cidos grasos de la fraccién lipidica total fue analizado por LC-MS y representado
como composicion relativa de AG saturados (a), AG monoinsaturados (b) y AG poliinsaturados (c), o en
forma de los ratios indicados (d-e). La linea punteada roja indica la cantidad relativa en iPSC (n = 3). Los
datos estan representados como la media + SEM (todas las diferencias fueron significativas con un P <
0,05, como maximo). La prueba t-Student de una cola fue utilizada para comparar los conjuntos de datos.
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Figura 50. Modelo del papel del cambio metabodlico durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular. La ilustracion representa el cambio de un metabolismo oxidativo a otro
glucolitico y la activacion del anabolismo inducidos por c-Myc durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular. El factor transcripcional c-Myc estimula el consumo de glucosa y la produccion de
lactato a través de la glucdlisis aerobia, induce la ruta de las pentosas fosfato, inhibe la OXPHOS a través
de la induccién de Atpif1, activa la sintesis de novo de acidos grasos y el consumo de las gotas lipidicas,
estimula la sintesis de cardiolipinas y activa la monoinsaturacion de acidos grasos.
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Figura 51. Caracterizacion molecular y funcional de iPSC derivadas de MEF tipo silvestre. (a)
Imagenes representativas de contraste fases de un clon iPSC o la linea de ESC E14Tg2a. Barras de
escala, 130 ym. (b) Las células pluripotentes fueron analizadas por inmunofluorescencia con los
anticuerpos indicados. DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 30 um. Los
paneles muestran diferentes campos en comparacion a las imagenes de contraste de fases. (c, d) El RNA
total de las células indicadas fue aislado y la expresion de (c) marcadores de pluripotencia o de (d) los
cDNAs exogenos de OSKM fue evaluada por qPCR y representada como expresion génica relativa a ESC
indiferenciadas en (c¢) o células transducidas con OSKM en (d) (n = 3). (e) Un clon de iPSC fue sometido
a diferenciacion mediante la formacion de cuerpos embrioides. Panel superior izquierdo, imagen
representativa de contraste de fases de los cuerpos embrioides a dia 7. Barras de escala, 500 um. Los EB
fueron sembrados y, 2 dias después, analizados por inmunofluorescencia con los anticuerpos indicados.
DAPI (azul) fue utilizado como contratincion nuclear. Barras de escala, 40 um. (f) EI RNA total de los EB
fue aislado a dia 7 y la expresién de marcadores de pluripotencia, ectodermo, mesodermo y endodermo
fue evaluada por qPCR y representada como expresién génica relativa a sus respectivas células
indiferenciadas (n = 3). Los datos estan representados como la media + SEM.
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Durante la reprogramacién celular, las células somaticas sufren una profunda
reorganizacion en el niumero y la forma de sus mitocondrias asociada a la transicion de
un estado somatico-oxidativo a otro pluripotente-glucolitico. En este trabajo de tesis
doctoral se describe: 1) que la fision mitocondrial y el cambio metabdlico son barreras
tempranas de la reprogramacion celular, 2) los mecanismos moleculares que
subyacen a dichos procesos, y 3) su dependencia del factor transcripcional c-Myc.

Las ESC y las iPSC presentan una morfologia mitocondrial inmadura y
fragmentada frente a la red mitocondrial tubular observada en las células sométicas.
(Folmes et al., 2011; Prigione et al., 2010; St John et al., 2005; Suhr et al., 2010; Van
Blerkom, 2009). Se ha sugerido que uno de los procesos celulares a los que se debe
enfrentar la célula durante la reprogramacion celular es la reorganizacion de la
dinamica mitocondrial (Prigione and Adjaye, 2010). Este trabajo de investigacion
demuestra que la expresion de OSKM induce una profunda fragmentacion mitocondrial
durante los primeros dias del proceso, y que los intermediarios celulares y las células
de las colonias epiteliales que aparecen durante la primera semana del mismo
presentan una morfologia mitocondrial fragmentada, similar a la observada en las
ESC. Este hecho pone de manifiesto que la reorganizacion mitocondrial ocurre durante
los primeros dias de la reprogramacion celular, en la fase estocastica del proceso. La
fragmentacién mitocondrial es, pues, una de las primeras barreras que la célula
somatica tiene que salvar en su transito hacia el estado pluripotente. Los resultados
mostrados demuestran que este proceso es dependiente de la proteina de fision
mitocondrial Drp1 y que la fosforilacion de su residuo Ser579 es un paso crucial para
la activacion de este mecanismo. La Ser579 es susceptible de fosforilacién por
diversas quinasas (Otera et al., 2013). En este trabajo se describe un papel activo de,
al menos, las quinasas Erk1/2 y Cdk1 en la fosforilacion de Drp1-S579 de una manera
dependiente de c-Myc durante la fase estocastica de la reprogramacion celular. La
regulacion de la fosforilacion de Drp1-S579 en ESC y su papel en el mantenimiento de
la pluripotencia todavia se desconoce. Futuras investigaciones con ESC e iPSC
podran aportar nuevos datos sobre la importancia de la dinamica mitocondrial y su
regulacion en el estado pluripotente.

Inesperadamente, la proteina Drp1 ha sido descrita como dispensable para la
reprogramacién celular (Wang et al., 2014). Sin embargo, y de acuerdo con los
resultados de esta tesis doctoral, se ha observado que la inhibicion quimica (Vazquez-
Martin et al., 2012a) o el silenciamiento (Son et al., 2013b) de Drp1 impiden la
reprogramacién celular. Estos resultados paradéjicos podrian deberse al incompleto
silenciamiento de Drp1 conseguido por Wang y colaboradores en sus experimentos.
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Comparado con el estado somatico, las iPSC muestran una reduccion en la
complejidad y el numero de mitocondrias (Folmes et al., 2011; Suhr et al., 2010). La
fision mitocondrial es parte del proceso de regulacion de la masa y funcionalidad
mitocondrial mediante mitofagia (Ashrafi and Schwarz, 2013). Los resultados de este
trabajo indican que esta forma especifica de autofagia no se activa durante la primera
fase de la reprogramacion. No obstante, ha sido descrito que la induccion de la
autofagia es un facilitador del proceso (Chen et al., 2011c) y que una activacion
temprana y transitoria de este proceso es la responsable de la reduccién mitocondrial
durante la reprogramacion celular (Wang et al., 2013). Es posible que el pico de
activacion de la autofagia identificado por Wang y colaboradores haya pasado
inadvertido debido a su naturaleza rapida y transitoria. Sin embargo, y de acuerdo con
los resultados de esta tesis doctoral, dos nuevos trabajos han descrito que la autofagia
dependiente de Lc3b/Atg5 no es responsable del remodelado de la masa mitocondrial
durante la reprogramacion celular (Ma et al., 2015; Wu et al., 2015). Otros estudios
han sugerido, ademas, que las células madre pluripotentes poseen una ratio de masa
mitocondrial/proteina total similar a la de células somaticas (Birket et al., 2011; Zhang
et al., 2011), por lo que es improbable que se esté produciendo una eliminacién activa
de mitocondrias. En conjunto, estas observaciones sugieren que la mitofagia no
parece ser un proceso necesario para la reprogramacion celular, mas alla de la
renovacion constante de mitocondrias disfuncionales. Posiblemente, la reduccion
absoluta de la masa mitocondrial sea debida a un proceso adaptativo a las nuevas
condiciones de proliferacion requeridas para el mantenimiento de la pluripotencia,
repartiendo estos organulos en cada division celular, o a través de una ruta autofagica
independiente de Lc3b/AtgS (Ma et al., 2015). Paradéjicamente, esta hipotesis de
disminucion pasiva de la masa mitocondrial durante las sucesivas rondas de division
celular, requeriria la generacion de nuevas mitocondrias para su correcto reparto entre
las dos células hijas. La activacion de los marcadores de biogénesis mitocondrial
descrita en esta tesis doctoral y en otro trabajo (Prigione and Adjaye, 2010) avalaria
esta posibilidad. Se conoce poco acerca del papel que juega la autofagia, en general,
y la mitofagia, en particular, en el mantenimiento de la pluripotencia celular; sin
embargo, algunos trabajos parecen indicar que la activacion de la autofagia es mas
importante durante el proceso de diferenciacién que en la adquisicion del estado
pluripotente (Guan et al., 2013). Futuras investigaciones seran necesarias para
resolver esta controversia y arrojar luz sobre el tema.

La familia de factores transcripcionales Myc es esencial para la embriogénesis
temprana (Laurenti et al., 2009). Aunque la expresion ectopica de c-Myc no es

necesaria para el proceso de reprogramacion celular, su presencia en el coctel de
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Yamanaka aumenta su eficiencia y rapidez (Nakagawa et al., 2008; Wernig et al.,
2008b). Hasta la fecha, no ha sido demostrado que la reprogramacion celular pueda
tener lugar sin la presencia de los genes enddégenos Myc. Asi, como facilitador de este
proceso, a la proteina endégena Myc se le han atribuido diversas funciones (Knoepfler,
2008). Curiosamente, tras el fendmeno de competencia celular que tiene lugar entre
células vecinas del embrion o en las ESC subyacen diferencias en la expresién de c-
Myc (Claveria et al., 2013; Sancho et al., 2013). Asi, la posibilidad de que cambios en
la expresiéon endégena de c-Myc, forzados por OSK o mediante compuestos quimicos,
puedan ser determinantes para alcanzar el estado de pluripotencia inducida es una
interesante hipdtesis para futuras investigaciones. Hasta la fecha, la expresion
exégena o endogena de c-Myc parece jugar un papel importante en los estadios
tempranos de la reprogramacion celular (Polo et al., 2012; Sridharan et al., 2009). En
este sentido, la demostracion de que los genes enddégenos Myc no son necesarios
para el mantenimiento de la pluripotencia en ESC (Scognamiglio et al., 2016) sugiere
que c-Myc no participa en la induccion directa del programa enddgeno de la
pluripotencia durante la reprogramacion celular. Los resultados de este trabajo de tesis
doctoral apoyan, pues, la idea de un modelo en el que la expresiéon de c-Myc dirige a
las células hacia un ambiente intracelular que favorece la induccion y estabilizacion del
estado pluripotente. Esto se consigue mediante la induccion de divisiones celulares
rapidas y un cambio metabdlico hacia la glucdlisis aerobia y el anabolismo.

Una de los requerimientos principales de la diferenciaciéon es la salida del ciclo
celular. Es necesario, pues, un fino control del ciclo para el mantenimiento de la
pluripotencia. La ausencia de Myc induce arresto del ciclo celular (Heikkila et al., 1987;
Wickstrom et al., 1988), induciendo diferenciacion en ESC (Cartwright et al., 2005), o,
en ambientes muy controlados, un estado durmiente de estas células similar a la
diapausa embrionaria de algunos mamiferos (Scognamiglio et al., 2016). En este
sentido, se ha sugerido que c-Myc favorece la reprogramacion al activar el ciclo celular
(Mikkelsen et al., 2008; Polo et al., 2012; Sridharan et al., 2009). Dado que la
reprogramacién es un proceso de reconversion epigenética que se incrementa
sucesivamente ciclo tras ciclo de divisién celular, la activacion de la proliferacion
incrementa la eficiencia del proceso, facilitando el borrado del patrén epigenético
somatico y la impresion del correspondiente al estado pluripotente (Hochedlinger and
Plath, 2009). Los resultados de este trabajo demuestran que una de las vias por las
que c-Myc induce la fosforilacion y reclutamiento de Drp1 para dirigir la fision
mitocondrial es a través del complejo Cdk1/Ciclina B. La fision mitocondrial durante la
fase G2/M es un proceso necesario para el avance del ciclo celular (Qian et al., 2012;
Taguchi et al., 2007). El factor c-Myc se encarga, pues, de enlazar ambos procesos
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para favorecer la reprogramacion celular. En este sentido, c-Myc es un activador
clasico de la expresion de Ciclina B en células tumorales (Menssen and Hermeking,
2002; Seo et al., 2008; Yin et al., 2001), y se ha detectado su unién al promotor de
Cdk1 (Perna et al.,, 2012) para favorecer su expresion junto a otros activadores
transcripcionales (Born et al., 1994; Liu et al.,, 1998). Si bien es cierto que ha sido
descrito que la fosforilacion de DRP1-S616 (Ser579 de ratdén) a través de CDK1/
Ciclina B en ESC humanas esta inducida por el factor asociado a la pluripotencia
proteina 1 de expresion reducida o REX1 (del inglés, reduced expression protein 1)
(Son et al., 2013b), este factor es un marcador tardio de pluripotencia (Polo et al.,
2012), asociado al estado naif (Marks et al., 2012), por lo que dicho efecto puede ser
obviado durante los primeros estadios del proceso de reprogramacion.

Existe, pues, una relacion de dependencia clara entre la expresion de c-Myc y la
proliferacion celular (Schuhmacher and Eick, 2013). Las formas en las que c-Myc
induce la proliferacion celular son muy variadas (Bretones et al., 2015): 1) activando
genes necesarios para el desarrollo del ciclo celular, 2) reprimiendo la actividad
antiproliferativa de p21C¢ir1Wafl y |3 proteina de tumores de 27 kDa o p27KP! (del inglés,
tumor protein of 27 kDa, kinase inhibitor protein 1), y 3) induciendo la replicacion del
DNA. Sin embargo, en ausencia de suero, c-Myc no puede estimular la proliferaciéon
celular, tan solo el crecimiento celular, la sintesis proteica y el metabolismo glucolitico
(Schuhmacher et al., 1999). De igual forma, en ausencia de c-Myc, el suero tampoco
induce la activaciéon del ciclo celular (Schlosser et al., 2005). Asi, parece existir una
relacion estrecha entre ambos factores. Esta relacion sugiere que c-Myc podria inducir
las condiciones Optimas para que el medio de cultivo, rico en proteinas séricas (15%) y
Lif, induzca la proliferaciéon celular durante la reprogramacién. Los resultados de esta
tesis demuestran que el silenciamiento de Dusp6 puede ser uno de estos
prerrequisitos, favoreciendo la activacién temprana de Erk1/2 a través del suero y Lif
(Burdon et al., 1999; Ohtsuka et al., 2015). Sin embargo, dado que la combinacién de
factores OSK también participa en el silenciamiento de Dusp6, junto con c-Myc, se
sugiere algun tipo de estimulacién accesoria por parte de c-Myc para la activacién de
Erk1/2. Esta activacion de Erk1/2 induce, junto al complejo Cdk1/Ciclina B, la
fosforilacion de Drp1-S579, que favorece la fision mitocondrial y con ello la transicién
de mesénquima a epitelio durante la fase estocastica de la reprogramacion celular.

La inhibicion de la ruta Erk1/2 ha sido identificada como la clave para alcanzar el
estado naif de pluripotencia en las ESC murinas (Ying et al., 2008) (Fig. 5). En este
contexto celular, la ruta Fgf/Erk es un potente inductor de la diferenciacion,
desestabilizando la red de control de la pluripotencia, dirigiendo la modificacién de la
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cromatina hacia la expresion de genes de diferenciacion y comprometiendo a la célula
con la salida del estado pluripotente (Burdon et al., 1999; Kunath et al., 2007; Tee et
al., 2014). Sin embargo, y dada la importancia de la senalizacion a través de Erk1/2 en
el mantenimiento de la homeostasis celular (Roskoski, 2012), estas quinasas podrian
jugar un papel crucial durante la fase inicial de la reprogramacion, orquestando una
respuesta coordinada en las células somaticas para emprender los dramaticos
cambios que provocan los factores de reprogramacion, antes de que se active el
programa enddgeno de control de la pluripotencia. En este sentido, la activacién de la
ruta Erk1/2 por la expresion constitutiva de una forma activa de Ras confiere a la
célula un alto grado de plasticidad fenotipica, promoviendo su transformacion
neoplasica y la adquisicion de propiedades de célula madre (Ischenko et al., 2013).
Los resultados de este trabajo de investigacion sugieren que una de las funciones
dirigidas por la sefializacién a través de Erk1/2 durante la fase estocastica de la
reprogramacion es la fision mitocondrial a través de la fosforilacion de Drp1-S579 y
que, aunque la participacién de mecanismos accesorios no pueden ser descartados, el
silenciamiento de Dusp6 por OSKM es necesario, aunque no suficiente, para esta
activacion. De acuerdo con estos resultados, ha sido descrito que: 1) c-Myc induce la
activacion de Erk1/2 en células de osteosarcoma (Han et al., 2012), 2) N-Myc forma un
novedoso complejo represor junto a Sirtuina 1 que inhibe la expresién de Dusp6,
favoreciendo la fosforilacién de Erk1/2 en células de neuroblastoma (Marshall et al.,
2011), 3) la ruta Ras/Raf/Mek/Erk induce la expresién de c-Myc (Kerkhoff et al., 1998),
4) diversas fosfatasas de la familia DUSP se reprimen durante las primeras etapas de
la reprogramacién (Hirsch et al., 2015; Polo et al., 2012; Soufi et al., 2012), y 5) la
sefializacion a través de ERK1/2 induce la fosforilacion de DRP1-S616 para dirigir la
fisibn mitocondrial en células humanas transformadas (Kashatus et al., 2015;
Serasinghe et al., 2015). Contrariamente, fosfatasas clasicas de Erk1/2 como Dusp5'y
Dusp6 presentan una alta expresion en ESC (Chen et al., 2011b; Yang et al., 2012;
Zhang et al., 2009), y c-Myc induce la expresion de Dusp2 y Dusp7 en ESC para
controlar la sefalizacion a través de Erk1/2 (Chappell et al., 2013). La modulacion
transcripcional de diferentes miembros de la familia DUSP es probable que actue
como un mecanismo comun en la regulacion de la sefializacion a través de Erk1/2 en
diferentes contextos celulares. En ese sentido, la inhibicion de la sefalizacion a través
de Erk1/2 durante la fase determinista de la reprogramacion celular favorece la
adquisicion de la pluripotencia, mientras que su inhibicion durante la fase estocastica
lo impide (Silva et al., 2008). En este contexto, esta tesis doctoral pone de manifiesto
que la sehalizacion a través de Erk1/2 puede desempenar diferentes funciones en las
distintas fases de la reprogramacion celular, siendo inductora de la reprogramacion en
la primera (fase estocastica) y represora en la segunda (fase determinista).
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Curiosamente, se ha descrito un papel de la senalizacion a través de Erk1/2 en
la autorrenovacion de las ESC murinas (Chen et al.,, 2015), sugiriendo que el
mantenimiento de la pluripotencia en el estado naif, gracias a la condicién 2i, se debe
a la senalizacion a través de Mek1/2 independiente de Erk1/2. Sin embargo, siguen
apareciendo trabajos en los que se atribuyen un papel pro-diferenciacién a la ruta
Erk1/2 (Gu et al., 2015).

Esta activaciéon de la proliferacién celular durante la fase estocastica de la
reprogramacién hace que los requerimientos metabdlicos de las células cambien con
respecto a los de las células somaticas, generalmente, menos proliferativas (Lunt and
Vander Heiden, 2011). A diferencias del estado metabdlico oxidativo de estas ultimas,
las iPSC presentan un metabolismo fundamentalmente glucolitico (Folmes et al.,
2011). En este sentido, ha sido descrito previamente que células que presentan una
capacidad glucolitica mayor y una capacidad oxidativa menor son mas propensas a la
reprogramacioén celular (Panopoulos et al., 2012), mientras que la estimulacion de la
OXPHOS mediante compuestos quimicos reducen la eficiencia del proceso (Folmes et
al., 2011). No obstante, y aunque la OXPHOS sufre una inhibicion durante la
reprogramacién celular (Prigione and Adjaye, 2010), ésta parece ser necesaria en
algun grado durante el proceso: mutaciones heteroplasmicas en el mtDNA generan
una OXPHQOS disfuncional, afectando a la reprogramacion celular (Yokota et al., 2015).
Los datos de esta tesis doctoral demuestran que c-Myc induce la expresion de las
enzimas glucoliticas y oxidativas durante la primera fase del proceso, generando un
estado hiperenergético mediante el incremento general de la actividad metabdlica.
Estos resultados coinciden con los datos de trabajos previos en los que se describe
que una activacion transitoria de la OXPHOS es necesaria para el progreso de la
reprogramacion celular (Kida et al., 2015; Prigione et al., 2014). Kida y colaboradores
identifican que los intermediarios celulares de la reprogramaciéon presentan un
incremento transitorio de la OXPHOS. Aunque los autores demuestran que la
inhibicion de OXPHOS reduce la conversién celular, contrariamente a trabajos
anteriores (Folmes et al., 2011), queda por resolver si esta activacion transitoria juega
un papel importante durante la reprogramacion celular o es sélo un subproducto de la
sobreexpresion de c-Myc. Dada la existencia de este estado hiperenergético, una
posibilidad seria la necesidad de altas cantidades de ATP durante la fase inicial del
proceso. En este sentido, y de acuerdo a los resultados de este trabajo, una inhibicion
temprana de la OXPHOS podria activar a Ampk, reduciendo la eficiencia de la
reprogramacion celular, similar a lo que ocurre en ciertas células cancerosas (Swinnen
et al.,, 2005). Sea como fuere, los datos aqui presentados sugieren que el rapido
aumento de la proteina Atpif1 dependiente de c-Myc induce la abrupta y temprana
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inhibicion de la OXPHOS, pese al incremento de la expresion de las enzimas
oxidativas, dirigiendo a la célula hacia un metabolismo fundamentalmente glucolitico.
Analisis protedmicos de trabajos previos revelan que algunos complejos de la cadena
de ftransporte tienden a reducir su expresion (complejos | y IV) durante la
reprogramacion, sin embargo, otros tienden a incrementarla (complejos I, Il y V)
(Folmes et al., 2011; Hansson et al., 2012). Si bien es cierto que esta variacion en la
estequiometria de los complejos puede afectar a la eficiencia de la cadena de
transporte electrénico, estos cambios pueden no ser lo suficientemente grandes como
para afectar sobremanera al correcto funcionamiento de la OXPHOS. La induccién de
la expresion de Atpif1 por parte de c-Myc puede ser la clave para favorecer, pues, este
cambio metabdlico.

Ha sido descrito que la combinacion de ambos factores, una cadena de
transporte electronico funcional y la inhibicién de la ATP sintasa por Atpif1, promueve
la proliferacion y supervivencia de células de cancer de colon al producirse una
hiperpolarizacién de las mitocondrias y un aumento de los niveles de ROS: el
gradiente de protones no es consumido por la ATP sintasa, pese al funcionamiento del
transporte electronico, lo que hiperpolariza la mitocondria favoreciendo la aparicién de
especies reactivas del oxigeno (Formentini et al., 2012; Sanchez-Arago et al., 2013;
Santamaria et al., 2006). Curiosamente, la hiperpolarizacion de mitocondrias (Folmes
et al., 2011) y el aumento de los niveles de ROS (Esteban et al., 2010; Ji et al., 2014)
han sido descritos durante los primeros dias de la reprogramacién celular. Altas
cantidades locales de ROS pueden estimular la proliferacién y la supervivencia celular
a través de la activacion de las rutas Pi3k/Akt (Kwon et al., 2004; Lee et al., 2002),
dependientes de receptores asociados a quinasas de tirosinas (Meng et al., 2002) o
Nf-kb (Chandel et al., 2000), de ahi que un aumento de los niveles de ROS pueda
favorecer la eficiencia de la reprogramacion celular. De hecho, se ha demostrado que
el aumento de los niveles de ROS es necesario para que la reprogramacion celular
llegue a término (Zhou et al., 2016): en células humanas este incremento de ROS
favorece la transicién metabdlica al activar a HIF a través del factor respiratorio nuclear
2 o NRF2 (del inglés, nuclear respiratory factor 2) (Hawkins et al., 2016), de manera
similar a lo que ocurre durante el desarrollo de algunos tumores (Santacatterina et al.,
2016). Si bien es cierto que este aumento de ROS favorece la aparicion de danos
sobre el DNA, Nrf2 activa la respuesta antioxidante en células cancerosas
(Santacatterina et al., 2016) y tratamientos con antioxidantes incrementan la eficiencia
de la reprogramacion celular (Esteban et al., 2010). Los resultados de este trabajo
permiten sugerir esta hipétesis como una explicacion plausible de la necesidad de una
cadena de transporte electronico funcional (Kida et al., 2015; Liu et al., 2013) y la
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inhibicion de la ATP sintasa mitocondrial por Atpif1: inducir la hiperpolarizacion de la
mitocondria y estimular la generacién de ROS para favorecer la reprogramacion
celular durante, al menos, la fase estocastica.

Al igual que muchas células cancerosas, las ESC también presentan una alta
expresion de Atpif1 asociada a una baja actividad OXPHOS. Se ha descrito que la
activacion quimica de Ampk en estas células induce el silenciamiento y/o degradacion
de Atpift (Vazquez-Martin et al., 2013). Los resultados de esta tesis doctoral
demuestran una correlacién entre el aumento de expresion de Afpif1 y la reduccion de
la actividad de Ampk. Aunque existe una controversia en el papel que juega la
activacion de Ampk durante la reprogramacion celular (Ma et al., 2015; Vazquez-Martin
et al., 2012b), los datos aqui mostrados sugieren que la inactivacion de Ampk durante
los primeros estadios de la reprogramacion celular es un requisito para la reconversion
celular. En este sentido, la inactivacion de Ampk coincide con las observaciones del
descenso de autofagia durante los primeros dias, proceso dependiente de la actividad
Ampk (Hardie, 2011). Este hecho también coincide con los resultados de un trabajo
que sugiere que la activacion de la autofagia es un impedimento para la
reprogramaciéon (Wu et al., 2015). Curiosamente, la sobreexpresion de Afpif1 induce la
activacion de Ampk en respuesta a la demanda de ATP (Santacatterina et al., 2016).
Sin embargo, los datos de esta tesis doctoral sugieren que la disminucién de la
actividad Ampk inducida por c-Myc podria ser la causa del aumento de Atpif1, aunque
no se puede descartar un efecto directo de c-Myc sobre Atpif1 a nivel transcripcional
(Garcia-Bermudez and Cuezva, 2016). Futuras investigaciones seran necesarias para
aportar mas informacién sobre la relacién entre ambas proteinas.

Uno de los principales motivos por los cuales las células proliferativas, como las
ESC o las CSC, presentan un alto flujo glucolitico se debe a la capacidad de esta ruta
para proveer de intermediarios a las rutas biosintéticas (Fig. 14). En este sentido, este
trabajo de tesis doctoral describe que una eficiente reprogramacion celular es
dependiente de la induccion del anabolismo: la activacion dependiente de c-Myc de la
biosintesis de novo de acidos grasos y la ruta de las pentosas fosfato durante la fase
estocastica del proceso es necesaria para la adquisicion del estado pluripotente,
similar a lo que ocurre en algunos procesos cancerosos (Edmunds et al., 2014,
Morrish et al., 2008). Ademas, el consumo de las gotas lipidicas dependiente c-Myc
también ha sido descrito en cancer (Edmunds et al., 2014; Zirath et al., 2013). Los
resultados sugieren, pues, que la activacién de ambas rutas y el consumo de las gotas
lipidicas estan dirigidos a sostener las rutas anabdlicas que participan en la replicacion
del DNAy la biosintesis de la membranas bioldgicas. Si bien no se puede descartar la
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utilizacién de las gotas lipidicas como fuente de energia a través de la B-oxidacion, la
inactivacion de Ampk sugiere que esta ruta no se activa durante la reprogramacion
celular (Hardie and Pan, 2002).

La aparente hiperactivacién de estas rutas durante la fase estocastica de la
reprogramaciéon celular con respecto a sus niveles en ESC puede deberse a un
acoplamiento entre el metabolismo de la célula y la hiperproliferacion durante esta
fase. Una alta tasa de proliferacién durante la reprogramacion favorece el proceso de
desmetilacion pasiva de promotores (Maherali et al., 2007; Mikkelsen et al., 2008; Polo
et al., 2010); sin embargo, la sobreexpresion de genes asociados a la proliferacion
celular puede bloquear a las células en estados intermedios (Mikkelsen et al., 2008).
En conjunto, estos datos sugieren que una vez que la célula alcanza el estado naif de
pluripotencia, la proliferacion debe estabilizarse, y con ella el metabolismo.

La activacion temprana de la biosintesis de novo de los acidos grasos coincide
con el aumento del consumo de glutamina dependiente de c-Myc detectado por RMN.
La glutaminolisis es una ruta anapletdrica que ayuda a restablecer el flujo del ciclo de
Krebs cuando intermediarios de éste son utilizados para favorecer otras rutas, como
es el caso del acido citrico utilizado en la biosintesis de acidos grasos (Fig. 14 y 15).
Su dependencia del factor c-Myc es ampliamente conocida en cancer (Yuneva et al.,
2007): c-Myc activa directamente la expresion de los transportadores de glutamina
(Wise et al., 2008) e indirectamente la expresion de la glutaminasa, a través de la
represion del microRNA-23 (Gao et al., 2009). Asi, las ESC son dependientes de esta
ruta para su supervivencia y el mantenimiento de la pluripotencia (Carey et al., 2015;
Tohyama et al., 2016). Es sabido que c-Myc puede reducir la produccién de acetil-CoA
al inducir la expresion de Pdk, la cual inactiva a Pdh por fosforilacion (Kim et al.,
2007b), de modo que la glutaminolisis también participa en la renovacion del acetil-
CoA en la mitocondria para fomentar la biosintesis de novo de acidos grasos: el a-
cetoglutarato producido por la glutaminolisis puede ser transformado a citrato a través
de las reacciones inversas del ciclo de Krebs, mediante la isocitrato deshidrogenasa y
la aconitasa, tanto en el citosol como en la mitocondria (Metallo et al., 2011; Mullen et
al.,, 2011). Los datos de esta tesis doctoral permiten, al menos, sugerir que la
activacion de esta ruta se produce durante la fase estocastica de la reprogramacion
celular, de una forma dependiente de c-Myc y en paralelo a la activacién del

anabolismo.

Finalmente, los datos aportados en este trabajo demuestran que desde los
primeros estadios de la reprogramacion, y hasta el final del proceso, existe un
remodelado del contenido lipidico de las células, afectando al tipo de lipidos
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estructurales, y a la longitud y el grado de insaturacion de sus residuos acilo. Durante
los primeros dias del proceso, se detecta un incremento en la biosintesis de
cardiolipinas. El remodelado de los residuos acilo de las cardiolipinas tras su sintesis
podria jugar un papel crucial para un eficiente ensamblado de la cadena de transporte
electrénico (Kiebish et al., 2008). EI aumento en el contenido de cardiolipinas podria
ser una prueba del requerimiento de la biogénesis mitocondrial durante la proliferacion
celular, en concordancia con el hecho de que la degradacién activa de mitocondrias no
es necesaria durante la reprogramacion celular. Sin embargo, la alta tasa de division
celular podria impedir la correcta y completa maduracion de las cardiolipinas, lo que
podia explicar parcialmente la aparente inmadurez de las mitocondrias observada en
las células pluripotentes (Folmes et al., 2011). El analisis de la composicién de acidos
grasos revelé un aumento en los residuos acilo de 18 carbonos, un descenso de los
acidos grasos poliinsaturados y un aumento de los monoinsaturados durante la
primera fase de la reprogramacién celular. Estos procesos: la elongacion y la
monoinsaturacion de los acidos grasos han sido propuestos como una diana
terapéutica en cancer debido a su importancia en el crecimiento y la supervivencia de
tumores. Dado que la adicién de lipidos exdgenos, como el acido oleico, permite
sortear la inhibicion del crecimiento y la supervivencia de tumores cuando se inhiben
estas rutas de sintesis o modificacion de &acidos grasos (Carroll et al., 2015), es
tentador especular que suplementar el medio de cultivo con un céctel lipidico definido
podria favorecer la obtencion de iPSC, llegando incluso a ser un sustituto natural de
algunos de los factores transcripcionales o compuestos quimicos presentes en los
diferentes cocteles de reprogramacion celular (Hou et al., 2013; Takahashi and
Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007; Zhao et al., 2015), tanto in vitro como in vivo (Abad
et al., 2013; Ohnishi et al., 2014).

Analogamente al proceso de dilucion pasiva del estado epigenético somatico
mediante proliferacion (Apostolou and Hochedlinger, 2013), los datos aqui presentados
permiten sugerir un proceso similar en el cambio del perfil lipidico de la célula. Asi, la
expresion de OSKM induce un cambio en el metabolismo anabdlico, alterando las
rutas biosintéticas de los componentes lipidicos. Los fosfolipidos caracteristicos del
estado pluripotente empiezan a sintetizarse en una proporciéon mayor, de modo que en
cada ronda de division celular, el perfil lipidico somatico se diluye y el pluripotente se
instaura.

La activacion de estos tres procesos: la ruta de las pentosas fosfato, la
biosintesis de novo de acidos grasos y el cambio en la composicion lipidica durante la
fase estocastica de la reprogramacién revela la importancia de la glucdlisis durante
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este proceso. La hiperactivacidon de la glucdlisis durante los primeros estadios
permitiria la acumulacién de los intermediarios adecuados para fomentar estas tres
rutas: 1) la glucosa-6-fosfato, que entra en la ruta de las pentosas fosfato; 2) la
fructosa-6-fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato, que también pueden entrar y salir de
esta ruta; 3) la dihidroxiacetona fosfato, que es crucial en la biosintesis de fosfolipidos
y triacilgliceroles; 4) el 3-fosfoglicerato, que participa en la sintesis de fosfolipidos a
través de su conversion a serina; o 5) el piruvato, que entra en la biosintesis de acidos
grasos a través del acido citrico desde la mitocondria (Fig. 14).

c-Myc es un protoncogén. Su relacion con el cambio metabdlico durante la
transformacién celular en células cancerosas es bien conocido (DeBerardinis et al.,
2008). Si bien esta funcion ya se habia sugerido durante la reprogramacién celular
(Folmes et al., 2013; Polo et al., 2012; Sridharan et al., 2009), y algunos procesos
asociados al cambio metabdlico durante la reprogramacion ya han sido descritos como
dependientes de c-Myc (Cao et al., 2015), los resultados de la presente tesis doctoral
revelan nuevas funciones asociadas a este protoncogén, nuevas barreras para la
reprogramacién dependientes de c-Myc y una vision globalizada de su accién sobre la
conversion metabdlica durante este proceso (Fig. 52). El papel de c-MYC en el coctel
de Yamanaka para células humanas ha sido reemplazado por la proteina de uniéon a
RNA LIN28 (Yu et al., 2007). Esta proteina ha sido descrita como un efector clave en el
metabolismo de la glucosa, jugando un papel importante en la transicién hacia un
estado metabdlico glucolitico desde células somaticas a iPSC, en la reprogramacion
celular, o desde el estado naif al condicionado, en ESC (Zhang et al., 2016; Zhu et al.,
2011). A pesar de que Lin28 no es indispensable para la reprogramacién celular, la
ausencia endoégena del gen Lin28 reduce considerablemente la eficiencia, y su
introduccion en el céctel de Yamanaka favorece la reconversion celular (Hanna et al.,
2009). Dado que c-Myc y Lin28 parecen integrar mecanismos de retroalimetnacion
positiva el uno sobre el otro (Viswanathan and Daley, 2010), futuras investigaciones
arrojaran luz sobre el papel de cada proteina por separado y su relacion en el proceso
de reprogramacion celular.

Aunque las iPSC pueden ser obtenidas de cualquier tipo celular, la
reprogramacioén celular es un proceso muy ineficiente. Los diferentes resultados que
produce la expresion de los factores de reprogramacion podria ser un reflejo de las
distintas respuestas celulares que inducen, las cuales podrian depender de las
condiciones fisioldgicas de la célula, como por ejemplo la organizacion celular, la fase
del ciclo celular o el estado metabdlico. En este sentido, las células que sufren el
proceso de reprogramacion constituyen una subpoblacién de células privilegiadas con
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un ciclo celular ultrarapido (Guo et al., 2014). Investigar la citoarquitectura celular, la
expresion génica o el perfil metabdlico de esta subpoblacion de células ayudaria a
arrojar luz sobre las ventajas que presentan éstas frente a la poblacién celular normal
y a entender los procesos que una célula con un ciclo celular estandar debe
emprender para iniciar su transicion hacia el estado pluripotente. Los resultados de
esta tesis doctoral apoyan un modelo en el que la dinamica mitocondrial y el estado
metabdlico intracelular, inducidos por la actividad de c-Myc (Fig. 52), influyen en el
destino celular durante la primera fase del proceso, pudiendo contribuir a los cambios
epigenéticos que, eventualmente, terminan en la completa reactivacién del programa
endogeno de control de la pluripotencia (Folmes and Terzic, 2016; Ryall et al., 2015;
Wu et al., 2016).

La fision mitocondrial (Rehman et al., 2012; Zhao et al., 2013), la regulacion de
Drp1 (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et al., 2015; Xie et al., 2015), la sefializacion a
través de Erk1/2 (Han et al., 2012) y su regulacion por Dusp6 (Marshall et al., 2011), la
transicibn de mesénquima a epitelio (De Craene and Berx, 2013), el cambio
metabolico (Montal et al., 2015; Ye et al., 2011), las rutas anabdlicas (Menendez and
Lupu, 2007; Tsouko et al., 2014; Zirath et al., 2013) y su relacién con c-Myc (Edmunds
et al., 2014; Edmunds et al., 2015; Morrish et al., 2008), la remodelacion lipidica por c-
Myc (Eberlin et al., 2014), o la regulacion de Ampk (Phoenix et al., 2012; Pineda et al.,
2015; Sato et al., 2012) y Atpif1 (Sanchez-Arago et al., 2012; Sanchez-Cenizo et al.,
2010) son procesos centrales en las CSC y durante el inicio del proceso tumorogénico.
Los resultados presentados en esta tesis doctoral aportan una mayor solidez para
sugerir un estrecho paralelismo entre la fase estocastica de la reprogramacion celular
y el proceso de transformacién celular (Apostolou and Hochedlinger, 2013). La
correcta activacion del programa endégeno de la pluripotencia durante la fase
determinista dirigira a la célula hacia el estado de iPSC. No obstante, esta similitud
entre ambos procesos revela que cualquier avance en el control de la pluripotencia
inducida no sélo ayudara a manejar adecuadamente esta potente herramienta para su
uso en terapia celular, sino también a comprender mejor las etapas iniciales de los
procesos de transformacion celular en cancer (Fig. 52).

158



Discusién

%‘K’@”\ﬂ@ P BT

o () @D @p
¢ = C rogumimiin

e
N

‘WGE@ Reorganizacién mitoconatial

Cambio metabélicolllill
Célula Intermediario Célula iPS
somatica celular
©® R5P — Proliferacion +— Acidos grasos +— o%% @
@ * J °0 § Ampk?
: ‘. Gotas v
Cambio lipidico +-~ Fasn lipidicas  Atpif1
@T I Acc
T Gin @ ADP
NADPH Lactato o
ATP
@ Cbrd T(v T @T ; TP
Glucosa —> G6P ——> GA3P — Pir i N [ sintasa

Figura 52. Modelo del papel de la reorganizacion mitocondrial y el cambio metabdlico durante la
fase estocastica de la reprogramacion celular. La ilustracion representa la reorganizacion mitocondrial
a través de la fosforilacion de Drp1-S579 por Erk1/2 y Cdk1. El silenciamiento de Dusp6 por OSKM
favorece la activacion de Erk1/2. A su vez, c-Myc induce la activacion de ambas quinasas para favorecer
la fragmentacion mitocondrial. También se ilustra el cambio desde el estado somatico-oxidativo al estado
pluripotente-glucolitico, la activacion del anabolismo y la remodelacion de la composicion lipidica, tres
procesos inducidos por c-Myc durante la fase estocastica de la reprogramacion celular. El factor
transcripcional c-Myc estimula el consumo de glucosa y la produccion de lactato a través de la glucdlisis
aerobia, induce la ruta de las pentosas fosfato, inhibe la OXPHOS a través de la inducciéon de Atpif1,
activa la sintesis de novo de acidos grasos, favorece el consumo de las gotas lipidicas, estimula la
sintesis de cardiolipinas y activa la monoinsaturacién de acidos grasos. El mayor consumo de glutamina
inducido por c-Myc puede reponer el acetil-CoA para la biosintesis de acidos grasos durante la inhibicién
de Pdh por Pdk.
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Conclusiones

Las conclusiones que se derivan de este trabajo de tesis doctoral son:

1. La expresion de OSKM induce una fragmentacién mitocondrial dependiente
de la fosforilacién de Drp1-S579 durante la fase estocastica de la
reprogramacion celular.

2. Lafosforilacion temprana de Drp1-S579 durante la reprogramacién celular a
través de las quinasas Erk1/2 y Cdk1 es dependiente de c-Myc.

3. La activaciéon temprana de Erk1/2 es dependiente del silenciamiento de
Dusp6 por OSKM durante la reprogramacion celular.

4. La fision mitocondrial inducida por OSKM no esta asociada a una reduccion
de la masa mitocondrial por mitofagia durante la reprogramacion celular.

5. C-Myc induce el cambio metabdlico desde el estado somatico-oxidativo al
estado pluripotente-glucolitico durante la fase estocéastica de la

reprogramacion celular.

6. C-Myc activa la expresién de enzimas glucoliticas y Atpif1 durante el cambio
metabdlico de la fase estocastica de la reprogramacion celular.

7. C-Myc activa la ruta de las pentosas fosfato y la biosintesis de novo de
acidos grasos durante la fase estocastica de la reprogramacion celular.

8. La reprogramacion celular induce una remodelacion del contenido lipidico de
la célula que empieza en la fase estocastica y es dependiente de c-Myc.
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Conclusions

The derived conclusions from this doctoral dissertation are:

1. OSKM expression induces a Drp1-S579 phosphorylation-dependent
mitochondrial fragmentation during the stochastic phase of cell
reprogramming.

2. Early Drp1-S579 phosphorylation during cell reprogramming by Erk1/2 and
Cdk1 kinases is c-Myc-dependent.

3. Early activation of Erk1/2 depends on Dusp6 downregulation by OSKM during
cell reprogramming.

4. OSKM-induced mitochondrial fission is not associated with a mitochondrial
mass reduction by mitophagy during cell reprogramming.

5. C-Myc induces a metabolic change from a somatic-oxidative to a pluripotent-
glycolytic state during the stochastic phase of cell reprogramming.

6. C-Myc induces the expression of glycolytic enzymes and Afpif1 during the
metabolic change of the stochastic phase of cell reprogramming.

7. C-Myc activates both pentose phosphate pathway and de novo fatty acid
biosynthesis during the stochastic phase of cell reprogramming.

8. Cell reprogramming induces a cellular lipid content remodeling which starts in
the stochastic phase and is c-Myc-dependent.
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Early ERK1/2 activation promotes DRP1-dependent
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reprogramming
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During the process of reprogramming to induced pluripotent stem (iPS) cells, somatic cells
switch from oxidative to glycolytic metabolism, a transition associated with profound
mitochondrial reorganization. Neither the importance of mitochondrial remodelling for cell
reprogramming, nor the molecular mechanisms controlling this process are well understood.
Here, we show that an early wave of mitochondrial fragmentation occurs upon expression of
reprogramming factors. Reprogramming-induced mitochondrial fission is associated with a
minor decrease in mitochondrial mass but not with mitophagy. The pro-fission factor Drp1 is
phosphorylated early in reprogramming, and its knockdown and inhibition impairs both
mitochondrial fragmentation and generation of iPS cell colonies. Drpl phosphorylation
depends on Erk activation in early reprogramming, which occurs, at least in part, due to
downregulation of the MAP kinase phosphatase Dusp6. Taken together, our data indicate that
mitochondrial fission controlled by an Erk-Drp1 axis constitutes an early and necessary step in
the reprogramming process to pluripotency.
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omatic cells can be reprogrammed to induced pluripotent

stem (iPS) cells by forced expression of Oct4 (also

known as Pouf5.1), Sox2, Klf4 and c:—Mycl’2 (named as
OSKM hereinafter). Reprogramming of somatic cells is a
stepwise process and cells must overcome several barriers
before reaching the pluripotent state>*. These barriers include
the downregulation of somatic gene expression, senescence and
acquisition of epithelial-like features during the early and middle
steps, and stabilization of the pluripotent state by inducing a
robust activation of the gene expression network characteristic
of undifferentiated embryonic stem (ES) cells in later stages.
Epigenetic remodelling of the somatic genomic landscape occurs
throughout the reprogramming process leading to the bivalent
state of chromatin representative of ES cells’.

Mitochondria are key organelles for cellular homeostasis that
join by fusion and divide by fission®. Fusion is mediated by
Mitofusin-1 and -2 (Mfnl and Mfn2) and optic atrophy 1 (Opal)
proteins located at the outer and inner mitochondrial membranes,
respectively. Fission is mediated by dynamin-related protein 1
(Drp1) (ref. 7), a cytosolic protein that, on activation, is recruited
to the surface of mitochondria with the collaboration of accessory
proteins, such mitochondrial fission factor (Mff), mitochondrial
fission protein 1 (Fis1) or mitochondrial elongation factor 1 and 2
(Mief1/MiD51 and Mief2/MiD49, respectively)3~14. Mitochondrial
fission starts by the formation of an initial constriction in the
mitochondria at contact sites with the endoplasmic reticulum!>16,
Activated Drpl is then recruited to the constricted mitochondrial
membrane, forming a ring that eventually fragments mitochondria
in a GTPase-dependent manner!’.

Drpl undergoes post-traslational modifications that regulate its
recruitment to mitochondria in different settings, including
phosphorylation, S-nitrosilation, ubiquitination and sumoyla-
tion®!8, For instance, mitochondrial association is promoted by
phosphorylation of human DRP1 at serine 616 (S616) by CDK1
durin$f7 mitosis or by PKCS in neuronal cells under oxidative
stress 20, On another hand, phosphorylation of serine 637 in
human DRP1 by PKA impairs its recruitment to mitochondria,
whereas dephosphorylation of this residue by PP2A or calcineurin
favours its recruitment to these organelles’’~23. In addition,
ROCKI-, CaMKIa- and AMPK-mediated phosphorylation of
serine 637, and GSK3P phosphorylation of serine 693 in DRP1
play important roles in the regulation of DRP1 recruitment to the
mitochondria in different cellular contexts?4=27.

Recently, it was shown that phosphorylation of DRP1-S616 by
ERK2 promotes mitochondrial fission and mitogen-activated
protein kinase (MAPK)-driven tumour growth28’29. MAPKs are a
highly relevant family of protein kinases, which play a major role
in maintaining cellular homeostasis in response to external and
intracellular cues as well as in the regulation of a wide range of
physiological processes. The activation status of MAPKs reflects
the balance of their phosphorylation by specific MAPK-kinases
and their dephosphorylation by inactivating serine/threonine
phosphatases, dual specificity protein phosphatases (DUSPs) and/
or protein tyrosine phosphatases (PTPs). Among these, the DUSP
family of protein phosphatases is dedicated to the specific
regulation of MAPKs in mammalian cells, with DUSP6, DUSP7
and DUSP9 being the major cytoplasmic phosphatases that
dephosphorylate and inactivate ERK1/2 (refs 30,31).

Although recent reports have highlighted the importance of
mitochondria in cell reprogramming from a metabolic
perspective’?~34, the role of the dynamics of these organelles in
this process remains unexplored. Here we show that expression of
reprogramming factors downregulates Dusp6 gene expression to
activate ERK signalling and promote a Drpl-dependent
mitochondrial fission pathway that is necessary for cell
reprogramming to pluripotency.

2

Results

Cell reprogramming induces mitochondrial fission. We sought
to investigate mitochondrial dynamics during cell reprogramming.
Mitochondrial morphology was assessed in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs), before or after transduction with retroviruses
encoding the OSKM reprogramming factors for the indicated
times, by immunofluorescence (IF) with anti-Tom20 antibody
(Fig. la). We classified cells according to their mitochondrial
morphology as tubular, fragmented or mixed (Supplementary
Fig. la). Before expression of the reprogramming factors, cells
largely displayed tubular mitochondrial morphology (Fig. 1la,
graphic and right panels). Interestingly, mitochondrial fission
ensued when cells were transduced with OSKM-encoding retro-
viruses, peaking at day 3.5 with 55% of the cells presenting frag-
mented mitochondria. Conversely, the percentage of cells with
tubular mitochondrial morphology decreased to 15% at day 3.5.
From this day onwards, mitochondrial fragmentation decreased
steadily to ~ 15% at day 8 of the process and cells slowly regained
a tubular mitochondrial morphology that reached a plateau at day
7, with 50% of the cells displaying a networked mitochondrial
structure. Altogether, these results indicate that OSKM expression
induced mitochondrial fission early in reprogramming.

During reprogramming cells undergo mesenchymal to epithelial
transition®>*, Alexa Fluor 488-Phalloidin staining of cultures
from day 6 following OSKM transduction of MEFs showed
scattered cells displaying thick, parallel bundles of F-actin
characteristic of mesenchymal cells (Fig. 1b, leftmost panels) and
isolated epithelial-like colonies displaying thin cortical bundles of
F-actin (Fig. 1b, middle and right). Mesenchymal cells presented a
mitochondrial morphology distribution similar to that found at
day 0 (compare graph in Fig. 1b left bar to that in Fig. la),
whereas over 80% of epithelial-like cells displayed fragmented
mitochondria (Fig. 1b, right bar). Ultrastructural analysis of the
cultures by transmission electron microscopy at different days of
reprogramming showed a gradual reduction in mitochondrial size
ranging from ~1pum on day 0 to 0.5 pm in cells constituting the
epithelial-like colonies on day 8 of reprogramming (graph in
Fig. 1c). Other than in size, we did not observe any further
differences in the internal structure of the mitochondria between
cells at different stages of reprogramming (Fig. 1c, left).
Interestingly, epithelial-like colonies displayed a mitochondrial
morphology similar to that found in pluripotent cells, where all
cells presented fragmented mitochondria (Fig. 1d), indicating that
a mitochondrial morphology characteristic of the pluripotent state
is established during the early phases of reprogramming, before
acquiring or just after achieving epithelial-like morphology. These
results also suggest that mitochondrial fission early in
reprogramming is critical for initiating the transit to pluripotency.

Reprogramming intermediates contain fragmented mitochondria.
Somatic cells prone to undergo cell reprogramming downregulate
the somatic Thyl surface marker (Supplementary Fig. 1b,c)
very early upon expression of reprogramming factors’”38, We
next sought to investigate whether these first cellular
intermediates of cell reprogramming underwent mitochondrial
fission. For this, we first analysed mitochondrial morphology in
Thyl-positive and -negative cells during the early stages of
reprogramming by IF. Expression of OSKM in MEFs caused a
small change in the proportion of Thyl-positive cells that
displayed fissioned mitochondria during the first days of
reprogramming. Remarkably, the percentage of Thyl-negative
cells displaying fragmented mitochondria greatly increased
during the first 4 days reprogramming (Fig. 2a). These results
suggest that mitochondrial fragmentation is associated with cells
prone to undergo full cell reprogramming. To test this further, we
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Figure 1 | Cell reprogramming induces mitochondrial fission. (a) MEFs were mock-infected (day O, control) or OSKM-transduced. At the indicated days,
cells were fixed and mitochondrial morphology assessed by IF. (right) IF images of MEFs stained with anti-Tom20 antibody (red) before (control) or after
expressing the OSKM factors for the indicated days. Insets show a black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear
counterstaining. Scale bar, 24 um. Graph on the left, quantification of the different mitochondrial morphologies observed in MEFs before (day O) or at the
indicated days after OSKM expression (n = 3). Shaded areas depict the timing for MET (orange) and the appearing of epithelial-like colonies (pink). (b) IF
images of mesenchymal cells (scale bar, 24 pm (leftmost)) or epithelial-like colonies (scale bar, 16 um (middle); scale bar, 16 um (right)) found in the
cultures at the indicated days of reprogramming showing F-actin and mitochondria stainings. Middle and right lower images are a magnification of the
indicated area in the respective upper panels. Scale bar, 8 um. Insets show a black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a
nuclear counterstaining. Graph on the right, quantification of the indicated mitochondrial morphologies observed in the mesenchymal cells (Mes) or
epithelial-like colonies (Epi-like) at day 8 of reprogramming (n=3). (¢) TEM micrographs of MEFs before (control) or at the indicated days after OSKM
expression, or epithelial-like colony (Epi-like) at day eight of reprogramming, displaying the ultrastructural characteristics of their mitochondria. Scale bar,
800 nm. Graph on the right, quantification of the mitochondrial length observed in the indicated cells (n>800). (d) IF images of pluripotent cells stained
with anti-Oct4 (green) and anti-Tom20 antibodies (red). Insets below are a black and white magnification of the pictures illustrating mitochondrial
morphologies. Scale bar, 40 pm (upper); scale bar, 16 um (lower), respectively. Data are represented as mean + s.e.m.(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0071,
****P<0.0001). One-tailed unpaired Student's t-test was used to compare data sets.
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sorted cells at day 4 of reprogramming based on Thyl expression
and followed the Thyl-positive and -negative cell populations
along the cell reprogramming path. Strikingly and in contrast to
the Thyl-positive population, we observed that the Thyl-negative
cell population gave rise to about 4-fold more epithelial-like and
SSEA1-positive colonies than the Thyl-positive counterparts at
days 12 and 18 of reprogramming, respectively (Fig. 2b). Cells in
both epithelial-like and SSEA1l-positive colonies displayed
fragmented mitochondria (Fig. 2c). Altogether, these results
support the hypothesis that mitochondrial fission is intimately
linked to successful cell reprogramming to pluripotency.
Although we detected a minor decrease in mitochondrial mass
by flow cytometry or Tom40 immunoblotting, we neither observed
an induction of LC3B-dependent autophagy, nor mitophagy early
in cell reprogramming (Supplementary Figs 1d-f and 2a-c). In
fact, we detected an inhibition of LC3B-mediated autophagy
during the early stages of the cell reprogramming process in a
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time-dependent manner, as measured by the amount of
recombinant GFP-LC3B puncta and processing of endogenous
LC3B in the cultures (Supplementary Fig. 1d,e). Genes involved in
mitochondrial biogenesis showed increased expression at later
stages of reprogramming (Supplementary Fig. 2d). Altogether,
these results indicate that OSKM-induced mitochondrial fission
was not associated with mitophagy.

OSKM-induced mitochondrial fission is Drpl-dependent. To
gain insight into the gene network controlling mitochondrial
dynamics during reprogramming, we examined the expression of
factors, known to play a role in the regulation of this process'®, in
MEFs, OSKM-expressing cells and pluripotent cells. Relative to
their expression at day 0 in MEFs, the expression of the pro-fission
factors Gdapl, Fisl, Mff, MiD49 and MiD51 (Supplementary
Fig. 3a), with the exception of Drpl that increased threefold
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Figure 2 | Mitochondrial fission is associated with cells undergoing reprogramming. (a) MEFs were mock-infected (control) or transduced with the
reprogramming factors. At the indicated days, cells were fixed and Thy1 expression and mitochondrial morphology assessed by IF. (left) Representative
confocal images of MEFs stained with anti-Thy1 (yellow) and anti-Tom20 (red) antibodies before (control) or after expressing the OSKM factors for the
indicated days. Insets show a black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bar, 16 pm. Graph on
the right shows the quantification of the different mitochondrial morphologies observed in MEFs before (control) or at the indicated days after OSKM
expression in the Thyl-positive and -negative cells (n=3). (b) MEFs were mock-infected (control) or transduced with the reprogramming factors. At day 4,
cells were sorted as Thyl-positive and -negative. Sorted Thyl-positive and -negative cell populations were further cultured for 8 or 14 days, and epithelial-
like and SSEAT-positive colonies were identified by IF analysis using Alexa Fluor 488-Phalloidin and anti-SSEA1 antibody. Graph shows the quantification of
epithelial-like and SSEAT-positive colonies found at the indicated days of reprogramming (sorted at day 4) (n=3). (¢) Representative confocal images of
epithelial-like and SSEAT-positive colonies found in OSKM-transduced MEFs at days 12 and 18 of reprogramming stained with Alexa Fluor 488-Phalloidin
(green, to stain F-actin), anti-Tom20 (red, to label mitochondria) and anti-SSEA1 (violet, to label pluripotent colonies) antibodies. (lower) Higher
magnifications of the indicated area in the respective upper images. Insets in the lower images are a black and white magnification of the pictures to
illustrate mitochondrial morphology in colonies. Scale bar, 24 um (upper); scale bar, 8 um (lower), respectively. Data are represented as mean + s.em.
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). One-tailed unpaired Student’s t-test was used to compare data sets.
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(Fig. 3a), was lower in pluripotent cells. In the assessment of
pro-fusion factors we found that, compared with day 0, the
mRNA levels of Opal did not change in pluripotent cells
(Supplementary Fig. 3a and see below), while the expression of
Mfnl and Mfn2 was either comparable to the levels found
in control MEFs (Mfnl) or decreased by more than 75% (Mfn2)
in pluripotent cells (Supplementary Fig. 3a and see below).
Interestingly, the expression of the majority of the factors involved
in mitochondrial dynamics increased during reprogramming
(Fig. 3a and Supplementary Fig. 3a), reflecting the early
adjustment of mitochondrial shape and function induced upon
expression of reprogramming factors.

As Drpl was the only pro-fission factor showing an increase in
its expression during reprogramming and in pluripotent cells, we
hypothesized that OSKM-induced mitochondrial fission could
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follow a pathway dependent on the activity of this
dynamin-related protein. To address the importance of Drpl in
this process, we carried out reprogramming assays in which Drpl
function was targeted by three different experimental approaches:
RNA interference (Fig. 3b,c), overexpression of a dominant
negative Drpl mutation (Fig. 3d,e) and chemical inhibition of
Drpl GTPase enzymatic activity (Fig. 3f and Supplementary
Fig. 3¢c). We then evaluated reprogramming efficiency by scoring
colonies positive for Alkaline Phosphatase (AP) 25 days after
OSKM expression. Inhibition of Drpl function by either
reduction of Drpl mRNA and protein levels by endoribonu-
clease-prepared small interference RNAs (esiRNAs) targetin

Drpl (Supplementary Fig. 3b), overexpression of the Drp1X38

dominant negative mutation or treatment of the cells with the
Drpl inhibitor Mdivi-1 reduced the appearance of AP-positive
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Figure 3 | Reprogramming-induced mitochondrial fission follows a Drp1-dependent pathway. (a) Total RNA was extracted from wild-type MEFs left
untreated (control) or OSKM-infected for the indicated days (black bars), or from the indicated pluripotent cells (red bars). The expression of Drpl gene
was then assessed by qPCR and represented as relative gene expression normalized to control MEFs (n=3). (b,d,f) Graphs showing the number of AP-
positive colonies obtained after 25 days of retroviral delivery of the OSKM factors in the presence of (b) esiRNA control (esiControl) or esiRNA targeting
Drp1 (esiDrp1), (d) Drp1 wild-type (Drp1WT) or the catalytically inactive K38A mutation (Drp1%384) or () the Drp1 inhibitor Mdivi-1 (50 uM) (n=6).
(right) Representative bright-field images from the plates of the indicated cultures after AP-staining. Insets show a magnification of a selected area from the
AP-stained plates. (c,e) Representative confocal images of MEFs expressing the reprogramming factors during 4 days in the presence of the indicated (¢)
esiRNAs or (e) Drp1 constructs and stained with anti-Tom20 antibody (red) to assess the indicated mitochondrial morphologies. Insets show a black and
white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bars, 24 um. Graphs on the right of the images show the
quantification of the indicated mitochondrial morphologies observed in cells treated as above (n=3) Data are represented as mean £ s.em. (**P<0.01,
***P<0.001, ****P<0.0001). One-tailed unpaired Student's t-test was used to compare data sets. gqPCR, quantitative PCR.
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colonies by 35% (Fig. 3b), 50% (Fig. 3d) or 100% (Fig. 3f),
respectively, compared with their corresponding controls.
Furthermore, targeting the function of this dynamin-related
protein as described above impaired OSKM-induced mitochon-
drial fission (Fig. 3c,e and Supplementary Fig. 3c). Altogether,
these results suggest that reprogramming-induced mitochondrial
fission follows a Drpl-dependent pathway.

OSKM expression induces Drpl-S579 phosphorylation.
Analysis by liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) of mitochondria-associated and
cytosolic Drpl in ES cells showed that phospho-Drp1-S579 is the
only phosphorylated form of Drpl associated with these orga-
nelles, whereas cytosolic Drpl showed a wide variety of phos-
phorylated residues (Fig. 4a and Supplementary Fig. 4a). Indeed,
many of the phosphorylation modifications found in cytosolic
Drpl have not been previously described and warrant further
investigation into their regulatory role and cell-type specificity.
We then examined whether the phosphorylation of serine 579 in
mouse Drpl (Drpl-S579), known to favour its recruitment to
mitochondria in response to proliferative signals'®, played a role
in reprogramming-induced mitochondrial fragmentation.
Remarkably, during reprogramming and compared with mock-
transduced MEFs, immunoblotting analysis showed that Drpl-
S579 phosphorylation increased both in a time-dependent
manner upon OSKM expression and in pluripotent cells
(Fig. 4b and Supplementary Fig. 4b). In agreement with the
mRNA expression data showed above, Drpl and Opal proteins
also increased during reprogramming and in pluripotent cells,
whereas Mfn2 protein levels increased during reprogramming
and markedly decreased in pluripotent cells (Fig. 4b and
Supplementary Fig. 4b). Overall, our findings suggest that
mitochondrial fission triggered by the reprogramming factors
uses a similar set of proteins to that found in somatic cells and
that the dynamics of these organelles in pluripotent cells could
rely on high levels of active Drpl and low expression of Mfn2.
Strikingly, IF and subcellular fractionation analysis showed that
Drpl increased the colocalization with mitochondrial markers
during cell reprogramming, compared with proliferating MEFs
(Fig. 4c—e). Interestingly, Drpl showed a marked colocalization
with mitochondria in self-renewing ES cells (Fig. 4c, graph on the
right). These results overall suggest that OSKM expression
stimulates the recruitment of Drpl to mitochondria during
reprogramming by inducing the phosphorylation of Drp1-5579.

OSKM-induced mitochondrial fission depends on ERK signalling.
It has recently been shown that ERK2 phosphorylated
DRP1-S616 in human cells (the equivalent to S579 in mouse
Drpl) (refs 28,29). We next investigated the possibility that Erk1/
2-mediated Drp1-S579 phosphorylation could play a role in
reprogramming-induced  mitochondrial ~ fission.  Indeed,
immunoblotting analysis showed that Erkl/2 phosphorylation
during the first 4 days of reprogramming paralleled that of
phospho-S579-Drpl (Fig. 5a). In addition, 16h incubation of
OSKM-transduced cells with the specific MEK1/2 inhibitor
PD0325901 decreased Erkl/2 activation by 50% and phospho-
Drp1-S579/total Drpl protein ratio by 35% relative to mock-
treated controls (Fig. 5b). Moreover, IF analysis showed that
inhibition of Erkl1/2 activity by the MEK1/2 inhibitor decreased
mitochondrial fragmentation compared with mock-treated con-
trol (Fig. 5¢). Treatment with the MEK inhibitor did not affect
Opal or Mfn2 protein levels (Fig. 5b), suggesting that the inhi-
bition of OSKM-induced mitochondrial fission was due to the
decrease in the Erkl/2-mediated Drpl-S579 phosphorylation.
Supporting  this, expression of Drpl containing the

6

phosphomimetic $579D mutation (Drp15°7°P) rescued OSKM-
induced mitochondrial fragmentation in cells incubated with the
MEK inhibitor, whereas expression of the Drpl™WT did not
(Fig. 5d). Although a contribution of Cdkl to the ghosphoryla-
tion of Drp1-S579 cannot be completely ruled out!'”, our results
indicate that the activation of the MAP-kinases Erk1/2 by the
reprogramming factors is required for OSKM-induced
mitochondrial fission.

OSKM expression activates Erkl/2 by reducing Dusp6 levels.
Members of the DUSP family of protein phosphatases control
intracellular MAP-kinase activity, and the expression level of
DUSP phosphatases is inversely proportional to levels of
MAP-kinase activity’®3!, Interestingly, we observed that the
mRNA levels of one the major Erk cytosolic phosphatases, Dusp6,
decreased early during reprogramming in a time-dependent
manner (Fig. 6a). This suggests that the observed decrease
in Dusp6 expression could lead to ERK signalling activation early
in reprogramming. In fact, expression of recombinant Dusp6
decreased both Erk1/2 activation and Drp1-S579 phosphorylation
induced by OSKM expression (Fig. 6b). In line with these
findings, Dusp6 overexpression decreased OSKM-induced
mitochondrial fission by about 50% compared with the
control cells (Fig. 6c), without affecting Opal or Mifn2
protein levels (Fig. 6b). Remarkably, expression of Drp15°79P
together ~with OSKM  rescued r%programming—induced
mitochondrial fission, whereas DrplW did not (Fig. 6d).
Furthermore and relative to control MEFs co-transduced with
empty vector and OSKM-encoding retroviruses, the addition of
Dusp6 to the reprogramming cocktail reduced the appearance of
AP-positive colonies by 60% (Fig. 6e, graph on the left). A similar
effect was observed when reprogramming was carried out in the
presence of a MEK1/2-inhibitor (Fig. 6e, graph on the right).
Taken together, these results propose a role for Dusp6
downregulation in the early activation of Erkl/2 to drive the
Drpl-dependent mitochondrial fragmentation necessary for cell
reprogramming (Fig. 7).

Discussion

During cell reprogramming, somatic cells undergo a profound
reorganization in the number and shape of mitochondria that
reflects the transition from a somatic oxidative- into a pluripotent
glycolytic-based metabolism®. In this study, we uncovered a
mitochondrial fission process, orchestrated by ERK signalling to
activate Drpl, that constitutes an early and necessary step for
efficient cell reprogramming to pluripotency.

The bioenergetics switch observed during repro§ramming takes
place during the mid-to-late stages of the process>* and our data
indicate that reprogramming-induced mitochondrial fission
precedes this metabolic change. Notably, mitochondrial fission
promotes a shift to aerobic glycolysis in different cells types,
including neuroblastoma??, vascular smooth muscle cells*! and
cancer-associated myofibroblasts*?. Furthermore, a number of
studies have proposed a pro-tumourigenic role for mitochondrial
fission?8294043-49 " Thys, it is possible that reprogramming-
induced mitochondrial fission could be one of the first events
promoting a metabolic rewiring during this process, favouring the
transition towards a glycolytic-based metabolism necessary to
support the rapid proliferation of pluripotent cells.

Compared with their somatic counterparts, iPS cells show a
reduction in the number and complexity of mitochondria.
Although mitochondrial fission is part of the quality-control
mechanism whereby damaged mitochondria are eliminated
by mitophagy!8, our results indicate that this specific form
of autophagy was not activated during the early steps of
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reprogramming. In contrast, transient activation of autophagy
was shown to reduce mitochondrial number very early in
reprogramming>’. It is possible that the activation peak of
this degradative process observed by Wang et al. went
unnoticed in our experimental settings due to its rapid and

transient nature. On another hand and in agreement with our
results, it has recently been shown that LC3/Atg5-dependent
autophagy is not responsible for mitochondrial remodelling
during reprogramming®>2. These observations altogether

suggest that the reduction in the quantity and complexity of
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Figure 5 | Reprogramming-induced mitochondrial fission depends on Erk1/2 phosphorylation of Drp1. (a) Lysates of mock- or OSKM-transduced MEFs
for the indicated days were analysed by immunoblotting using the indicated antibodies. Graphs on the right show the quantification of the indicated ratios
(n=3). (b) MEFs were OSKM-transduced and 3 days post-infection cells were treated with DMSO (black bars), as vehicle control, or the MEK1/2 inhibitor
PD0325901 (1uM) (iMek, green bars) for 16 h. Then, cell lysates were prepared and analysed by immunoblotting using the indicated antibodies (left).
Graphs on the right show the quantification of the indicated ratios (n =3). (¢) (left) Representative confocal images of OSKM-expressing MEFs for 3 days,
treated as in b and stained with anti-Tom20 antibody (red) to assess the different mitochondrial morphologies. Insets show a black and white magnification
of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bars, 24 um. Graph on the right shows the quantification of the indicated
mitochondrial morphologies observed in the cells treated as indicated (n=3). (d) (left) Representative confocal images of MEFs expressing the
reprogramming factors, together with Drp1 wild type (Drp1™WT) or the phosphomimetic S579D mutation (Drp15°79P), during 4 days. Cells were then
treated, fixed and stained as in ¢. Insets show a black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale
bars, 24 um. Graph on the right shows the quantification of the indicated mitochondrial morphologies observed in the cells treated as indicated (n=3).
Data are represented as mean £ s.e.m. (*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001). One-tailed unpaired Student's t-test was used to compare data sets.

Figure 4 | OSKM-induced Drp1 phosphorylation at serine 579. (a) Diagram depicting the identified phosphorylated residues in cytosolic- (left) or
mitochondria- (right) associated Drp1 in self-renewing ES cells by LC-MS/MS. (b) Lysates of mock- or OSKM-transduced MEFs for the indicated days, or
the specified pluripotent cells were analysed by immunoblotting using the indicated antibodies. Graphs on the right show the quantification of the indicated
ratios (n=3). (¢) Representative confocal images of MEFs before (control, upper) or 4 days after OSKM expression (day 4, middle), or ES cells (ESCs,
lower) stained with anti-Drp1 (green) or anti-Tom20 (red) antibodies. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. (middle) Magnification of the
pictures on the left. Rightmost pictures are colour map representations of the pictures in the middle panels to display colocalized pixels between both
fluorophores according to the displayed colour bar. Warm colours depict pixels with highly correlated intensity and spatial overlap while cold colours are
indicative of random or anti-correlation. Scale bars, 24 um (left); scale bar, 12 um (middle); and scale bar, 12 um (right). Graph on the right shows the
quantification of the PCC to display the degree of colocalization between Drpl and Tom20 at the indicated days of reprogramming. Red dashed line
indicates the levels of Drp1 and Tom20 colocalization found in ES cells (n=3). (d) Cells treated as in b were lysed at the indicated days and fractionated
into cytosolic or mitochondrial subcellular fractions. Then, subcellular fractions were subjected to immunoblotting analysis using the indicated antibodies.
Graph shows the quantification of the Drp1/Tom20 co-fractionation ratio in the mitochondrial fraction (n=3). () Immunoblot showing the amount of the
indicated proteins in total lysates from cells used for subcellular fractionation as control. Data are represented as mean £ s.e.m. (*P<0.05, **P<0.017,
***P<0.001, ***P<0.0001). One-tailed unpaired Student’s t-test was used to compare data sets. LC-MS/MS, liquid chromatography with tandem mass
spectrometry.
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(n=3). (b) MEFs were transduced with OSKM together with empty vector- or Dusp6-encoding retroviruses. Four days after, cell lysates were prepared and
analysed by immunoblotting using the indicated antibodies. Graphs on the right show the quantification of the data (n=3). (¢) (left) IF images of MEFs
transduced as in b and stained with anti-Tom20 antibody (red) 4 days post infection to assess the different mitochondrial morphologies. Insets show a
black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bars, 24 um. Graph on the right shows the
quantification of the observed mitochondrial morphologies in the cells (n=3). (d) (left) IF images of MEFs co-expressing the reprogramming factors and
Dusp6 together with Drp1 wild type (Drp1WT) or the phosphomimetic $579D mutation (Drp1°°7°P) during 4 days. Cells were then fixed and stained as
in c. Insets show a black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bars, 24 um. Graph on the right,
quantification of the indicated mitochondrial morphologies observed in the cells (n=3). (e) Graphs showing the number of AP-positive colonies obtained
in MEFs after 25 days of retroviral delivery of the OSKM factors either together with empty vector- (control) or Dusp6-encoding retroviruses (Dusp6)
(left) or in the presence of DMSO (as vehicle control) or the MEK1/2 inhibitor PD0325901 (1pM) (iMek) (right) (n=3). Panels in the right, bright-field
images from the plates of the indicated cultures after AP-staining. Insets show a magnification of a selected area from the AP-stained plates. Data are
represented as mean £ s.em. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001). One-tailed unpaired Student's t-test was used to compare data sets.
gPCR, guantitative PCR.

mitochondria occurs at later during reprogramming, possibly
through an adaptive process to the growth conditions required for
maintaining self-renewal of highly proliferative pluripotent cells
and/or through an Atg5-independent autophagy pathway2.
Surprisingly, Drpl was recently reported to be dispensable for
cell reprogramming. Conversely and in agreement with our
results, inhibition of Drpl function by either pharmacological
inhibition or short-hairpin RNA-mediated knockdown impaired
reprogramming in human cells®»>, These paradoxical results
could be explained by the incomplete knockdown of Drpl
achieved by Wang et al.>® in their experiments.

Inhibition of ERK signalling has been a key finding to define a
unique ground state of pluripotency in ES cells, and the

supplementation of culture media with MEK1/2 inhibitors to
impair ERK signalling has been instrumental in the derivation of
ES cells from certain mouse strains or other species®®>%.
Accordingly, inhibition of ERK signalling during late stages of
reprogramming favoured the acquisition of pluripotency, while
early inhibition of these kinases impaired the process of cell
reprogramming>®. Thus, ERK signalling plays opposing roles at
different phases of cell reprogramming. ERK signalling favours ES
cell differentiation by destabilizing the pluripotency network and
targeting poised chromatin to developmental genes and, by doing
so, sensitizing pluripotent cells to instructive differentiation
signals®®®1, Therefore, this effect may explain the positive effect
of ERK inhibition in stabilizing the pluripotent state throughout
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Figure 7 | Model. The illustration depicts the role of ERK signalling in activating Drp1 through its phosphorylation at S579 during early reprogramming. The
role of Dusp6 downregulation by reprogramming factors in activating ERK signalling during early reprogramming is also displayed.

the late stages of reprogramming. On the other hand, and given
the importance of ERK signalling in maintaining cellular
homeostasis, these kinases may play a key role during the
initial phase of cell reprogramming by orchestrating a
coordinated response in somatic cells to undertake the dramatic
changes elicited by reprogramming factors, before the pluripotent
network is induced. In this regard, activation of ERK signalling by
constitutive expression of a constitutively active K-Ras mutation
confers on cells a large degree of phenotypic plasticity
that promotes their neoplastic transformation and acquisition
of stem cell characteristics®?. Thus, it is likely that ERK signalling
could play significant roles during the initial stages of cell
reprogramming, which may pave the way for initiating the
transit to the pluripotent state. We propose that one of
these critical functions carried out by ERK signalling in this
early phase of OSKM-induced cell reprogramming is promoting
Drpl-dependent mitochondrial fission. Interestingly, OSKM-
dependent repression of several members of the DUSP
family very early in cell reprogramming has been shown®>®4,
Thus and although the participation of alternative
mechanisms cannot be completely ruled out, we propose a role
for Dusp6 downregulation in the activation of ERK signalling
early in OSKM-induced cell reprogramming. In contrast,
induction of Dusp2 and Dusp7 gene expression controls ERK
signalling activation and pluripotency in mouse ES cells®>. And
knockdown of Dusp7 impairs mouse ES cell self-renewal®®.
Therefore, transcriptional modulation of different DUSP
family members is likely to act as a common mechanism
for regulating ERK signalling, which plays opposing roles in
somatic or pluripotent cellular states. On another hand,
DRP1 phosphorylation by ERK has been shown to play an
important role in cellular transformation elicited by oncogenic
RAS or BRAF mutations in pancreatic cancer?®?°, Interestingly,
activation of ERKs in pancreatic cancer and cell reprogramming
takes place at different levels of the pathway: upstream by RAS or
BRAF mutations and at the level of MAP-kinases by Dusp6
downregulation, respectively. Thus, although DRP1 activation by
ERK signalling is necessary for both processes, additional
cascades activated by the upstream ERK activators, which may
play a role in cellular transformation, may not be involved in the
process of cell reprogramming.

10

Although iPS cells can be obtained from any cell type, cell
reprogramming is a very inefficient process’. Both deterministic
and stochastic models for cell reprogramming have been
proposed®”. However, the distinctive outcome upon expression
of reprogramming factors may reflect the differential cellular
responses to the forced expression of these factors, which could
largely depend on particular physiological conditions, including
cellular organization, cell cycle phase or metabolic dependence. In
this regard, cells undergoing reprogramming constitute a
privileged subset of cells with an ultrafast cell cycle®®. Research
on the cytoarchitecture, gene expression and metabolic profiles of
rapidly cycling cells could both shed light into the advantages of
these cells over the normal cell population and help to understand
the processes that normal cycling cells must undertake to initiate
their transit to pluripotency upon expression of reprogramming
factors. Finally, as cell reprogramming and tumourigenesis are
gradually showing many parallels®’°, our findings may also be
relevant for understanding the initial events leading to human

malignancies’".

Methods

Cell culture, reprogramming assays, reagents and plasmids. E14Tg2a and
CCEL1.19 ES cells were cultured on gelatinized plates in ES cell medium
supplemented with 10% FBS (Hyclone) in the presence of LIF’2. When indicated,
ES and iPSCs were grown on gelatinized plates in 2i medium®” ((1:1) mixture of
Neurobasal: DMEMF12 (both from Life Technologies) supplemented with

0.5 x N2, 0.5 x B27 (both from Life Technologies), 3 uM CHIR99021 and 1 pM
PD0325901 (both from Calbiochem)) in the presence of LIF. PlatE and SNL cells!
were grown in DMEM containing 10% FBS. When indicated, SNL cells

were mitotically inactivated by treatment with 10 ugml ~! Mitomycin-C
(Sigma-Aldrich) for 2.5h at 37 °C. Wild-type MEFs (homogenous C57BL/6
background) were prepared from E13.5 pooled embryos and cultured in DMEM
supplemented with 10% FBS and penicillin/streptomycin. Chloroquine
(Sigma-Aldrich) was used as indicated. All cells have been routinely tested for
mycoplasma contamination using the Lookout Mycoplasma PCR detection kit
(Sigma-Aldrich). The retroviral vectors pMX-Oct4, pMX-Sox2, pMX-KIf4 and
pMX-c-Myc!, pcDNA3.1( +) encoding mouse Drpl wild type from Dr David
Chan’s laboratory and pMXs-IP-EGFP-LC3B (ref. 73) were from Addgene.
Flag-tagged Drpl was subcloned into pPYCAG-IP by PCR following standard
procedures. Drp1¥384 and Drp1557°P cDNA was obtained by site-directed
mutagenesis using PCR, followed by DNA sequencing. The cDNAs encoding

rat Dusp6 was a gift from Dr Rafael Pulido. Drp1"'T, Drp1¥384, Drp18579P and
Dusp6 cDNAs were subcloned into pMXIE retroviral vector by PCR using
standard procedures. esiRNAs targeting GFP (as negative control) or Drpl were
from Sigma-Aldrich.

| 7:11124 | DOI: 10.1038/ncomms11124 | www.nature.com/naturecommunications



ARTICLE

Reprogramming was carried out by transduction of MEFs with retroviruses
encoding Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc as previously described!. Ecotropic
retroviruses were produced in PlatE cells transfected using Polyethylenimine (PEI)
‘Max’ (Mw 40,000) (Polysciences) exactly as described!. For reprogramming, 8 x 10°
MEFs were plated per p100 mm the day before the assay. Next day (day 0), MEFs
were incubated overnight with a 1:1:1:1 mixture of mouse Oct4, Sox2, Klf4 and
c-Myc retroviral supernatants supplemented with 4 g ml ~! Polybrene. Next day,
the supernatants were replaced with fresh media and cells were incubated for 3 more
days (day 4). Then, 5 x 10* cells were plated on a confluent layer of mitotically
inactivated SNL feeders seeded the day before on gelatine-coated p60 mm at
2.5 x 10° cells per dish. Next day (day 5), media was changed to ES cell growth
media containing 15% FBS and LIF. Media was changed every other day. When
indicated cell reprogramming was conducted in the presence of DMSO (as control),
1uM of the MEK1/2 inhibitor PD0325901 or 50 pM of the Drp1 inhibitor Mdivil
(Millipore). For reprogramming in the presence of esiRNAs, 3 x 10* MEFs in p24
multi-well plates were transduced as before with OSKM. Infected MEFs were then
transfected overnight with 0.6 ug of the indicated esiRNAs at days 1 and 3 post
infection, using lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies). Reprogramming was
assessed 25 days after transduction of MEFs with OSKM-encoding retroviruses by
scoring all the alkaline phosphatase positive colonies per p60 mm. Alkaline
phosphatase staining was performed according to the manufacturer’s instructions
(Alkaline Phosphatase Detection Kit, SCR004, Millipore).

For iPSC generation, colonies were handpicked at day 25 of reprogramming,
transferred to a 1.5ml tube containing 50 pl of Trypsin-EDTA solution and
incubated for 10 min at 37 °C. Then, cells were disaggregated with a pipette by
adding 200 pl of ES cell media containing 10% FBS and LIF. Cells were then plated
on SNL feeders in p24 multi-well plates (1 clone per well) in ES cell media
supplemented with 10% FBS and LIF. When colonies were macroscopically visible,
the media was changed to 2i medium with LIF. Surviving clones were further
expanded in 2i media with LIF and analysed as indicated. More than 80% of the
pluripotent cells per clone were shown to contain 20 chromosomes. Chromosome
counting was carried out exactly as described’* using DAPI for staining DNA. At
least 20 spreads per sample were analysed. Pluripotent cells that passed all the
quality tests (Supplementary Fig. 5) were selected and used as described in the text.

Immunofluorescence and flow cytometry. For IF analysis all cells were plated on
gelatine-coated coverslips. Cells, untreated or transduced with the indicated viruses,
were plated at 1.5 x 10* cells cm ~ 2 the day before processing. Then, cells were fixed
for 20 min at room temperature with 4% paraformaldehyde in PBS, permeabilized
for 10 min with 0.5% Triton X-100 in PBS, blocked for 30 min with blocking buffer
(3% Bovine Serum Albumin, BSA, in PBS containing 0.025% Tween-20) and
incubated overnight with primary antibodies in blocking buffer. After washing with
PBS supplemented with 0.025% Tween-20, cells were incubated for 1h with the
appropriate secondary antibodies in blocking buffer containing 2 pgml~! of DAPI
(Invitrogen), washed overnight with PBS, mounted with MOWIOL and analysed
using confocal microscopy. Confocal IF images were taken using a Fluoview FV10i
confocal microscope equipped with 405-, 488- and 633-nm lasers (Olympus).
Three-dimensional reconstructions of z-stacks and colour map representations of the
images were performed using FV10-ASW 2.1 viewer software. All images were
compiled using Adobe Illustrator CS5.

Colocalization of Tom20 and GFP-LC3B or Tom20 and Drpl stainings was
evaluated by calculating the Pearson Correlation Coefficient (PCC) using the freely
available JACoP plug-in ((http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/track/jacop.html) for
Image] analysis software, as previously described””.

For detection of Filamentous (F)-Actin cells were incubated with Alexa Fluor
488- or Alexa Fluor 555-conjugated Phalloidin (# A12379 or #A22283, respectively;
Life technologies; used at 1:50 dilutions).

For mitochondrial mass assessment by flow cytometry, cells were trypsinized
and resuspended in media containing 25 ugml~ ! of the membrane potential-
independent mitochondrial dye MitoTracker Green FM (M7514, Life
technologies), incubated at room temperature for 10 min and then processed for
flow cytometry. All measurements were taken using a BD FACSCanto II or FACS
Verse flow cytometers (both from BD Biosciences) and analysed using FlowJo
software (Tree Star Inc.). At least 10,000 events from each sample were recorded.
Cell sorting was performed exactly as described’?, using the indicated antibodies.
Briefly, cells were trypsinized, filtered through a 30 pm cell strainer and counted.
Cells were spun down at 250 g for 5min and resuspended at 10-20 x 10° cells per
ml in blocking buffer (2% FCS in PBS). A total of 100 pl of the cell suspension
(1-2 x 10° cells) was added to round-bottom 5 ml tubes and incubated for 15 min
on ice. Then, 100 pl of a 2 x solution containing the primary antibodies in
blocking buffer was added to the tubes and incubated on ice for 45 min. Tubes were
filled with ice-cold PBS, contents mixed by inverting the tubes and cells spun down
at 250 g for 5 min. Cell pellets were then resuspended in 200 pl of a solution
containing the secondary antibodies diluted in blocking buffer and incubated for
30 min on ice. Cells were spun down as before, resuspended in 300 ul of blocking
buffer containing 1% FBS and kept on ice. Just before sorting, propidium iodide
was added to the tubes at 1 pgml ! final concentration to exclude dead cells. Cell
sorting was carried out using a FACS Aria cell sorter (Becton Dickinson) equipped
with 407, 488 and 633 nm lasers. Details about the antibodies used in this study for
IF and Flow cytometry are provided in Supplementary Tables 1 and 2.

Transmission electron microscopy. Cell monolayers were fixed for 30 min at 4 °C
in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4, containing 2% glutaraldehyde, followed by their
postfixation with 1% osmium-1% potassium ferrocyanide mixture in water for
30 min. Samples were then dehydrated with ethanol and propylene oxide and
embedded in TAAB resin (T002, Taab Laboratories). Resin blocks were sectioned
at 2 um and stained with toluidine blue to identify mesenchymal cells and
epithelial-like colonies in the samples. Selected semi-thin sections were then
re-embedded and trimmed for ultra-thin sectioning. Ultra-thin sections were
stained with lead citrate and examined in a Jeol JEM-1010 electron microscope. All
images were further processed using Adobe Photoshop CS6 and compiled using
Adobe Illustrator CS5.

Imunoblotting, cell fractionation and immunoprecipitation. Cells were lysed in
RIPA buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.5%
sodium deoxycholate, 100 mM NaF, 2mM Na;VO,, 20 mM Na,P,0; and 1 X
complete proteinase inhibitor cocktail from Roche). Cellular lysates were used for
immunoblotting with the indicated antibodies using standard procedures. Signals in
western blots were detected using ECL prime (Amersham) and images automatically
captured in an ImageQuant LAS 4000 digital imaging system equipped with FUJI-
NON F0.85 lenses and a Fujifilm super CCD area type chip (GE). Acquired images
were processed using Adobe Photoshop CS6 and analysed with Image] software.
Details of the antibodies used in this study for WB are provided in Supplementary
Tables 1 and 2. Full scans of the blots are shown in Supplementary Fig. 6.

For cell fractionation, MEFs, E14Tg2a or CCE1.19 ES cells stably expressing
Flag-Drpl or GFP (as control) were washed with ice-cold PBS, detached with a cell
scraper and resuspended in hypotonic buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.3 M
sacarose, ] mM EDTA and 5mM DTT) supplemented with protease (Roche) and
phosphatase inhibitors (20 mM Na,P,0; and 2 mM Naz;VO,). Samples were then
homogenized on ice using a glass Dounce pestle (three times, 30 strokes). Cellular
suspension was centrifuged twice at 1,000g, 4 °C during 10 min to eliminate nuclei
and large cellular ghosts. Supernatant was centrifuged at 13,000g, 4 °C for 10 min to
precipitate mitochondria, supernatants were considered as the cytoplasmic
fractions. Pellets containing mitochondria were subjected to two rounds of washing
by resuspending the pellet in 1 ml of ice-cold hypotonic buffer followed by
centrifugation at 13,000g, 4 °C for 10 min to precipitate mitochondria. Pellets were
then resuspended in RIPA buffer as above. Cytoplasmic and mitochondrial
fractions were subjected to either immunoblot analysis or immunoprecipitation
with anti-Flag antibody covalently bound to magnetic beads (Sigma-Aldrich,
M8823, 50 pl of slurry per ml of lysate) during 4 h at 4 °C. Beads were washed four
times with ice-cold RIPA buffer followed by boiling in 1 x Laemmli sample buffer
for 5min to dissociate the antigens from the beads. Samples were then separated in
10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis gels. After electrophoresis, gels were
stained with QC Colloidal Coomassie (Bio-Rad) and bands containing Flag-Drpl,
identified based on both their migration in the gels and comparison with control
wells ran in parallel, were excised, subjected to digestion with trypsin and stored at
—80°C until their analysis by mass spectrometry as indicated underneath.

LC-MS/MS. The proteomic analysis was performed in the proteomics facility of
SCSIE University of Valencia, which belongs to ProteoRed, PRB2-ISCIII, and is
supported by grant PT13/0001. For LC-MS/MS, 5 ul of each sample were loaded
onto a trap column (NanoLC Column, 3 pu C18-CL, 350 um x 0.5 mm; Eksigen)
and desalted with 0.1% TFA at 3 plmin ~! during 5min. The peptides were then
loaded onto an analytical column (LC Column, 3 p C18-CL, 75 pm X 12 cm,
Nikkyo) equilibrated in 5% acetonitrile 0.1% formic acid (FA). Peptide elution was
carried out with a linear 5-35% gradient of B in A for 30 min (A: 0.1% FA; B: ACN,
0.1% FA) at a flow rate of 300 nl per min. Peptides were analysed in a nano ESI
qQTOF mass spectrometer (6600 TripleTOF, AB Sciex). TripleTOF was operated
in information-dependent acquisition mode, in which a 0.26 s TOF MS scan from
350-1250/mz was performed, followed by 0.05 s product ion scans from 100-1600/
mz on the 50 most intense 2-5 charged ions. MS/MS information was sent to
MASCOT v 2.3.02 or to PARAGON via v 4.5 (AB Sciex). The system sensitivity
was controlled with 2 fmol of 6 proteins (LC Packings).

ProteinPilot v4.5. search engine (ABSciex). ProteinPilot default parameters
were used to generate peak list directly from 6600 Triple TOFwiff files. The
PARAGON algorithm of ProteinPilot v5.0 was used to search Expasy protein
database (616,203 sequences; 181,334,896 residues) with the following parameters:
trypsin specificity, cys-alkylation, no taxonomy restriction, and the search effort set
to ‘through’. The special factor: protein phosphorylation was set and biological
modifications were searched. To avoid using the same spectral evidence in more
than one protein, the identified proteins were grouped based on MS/MS spectra by
the Protein-Pilot Progroup algorithm. Thus, proteins sharing MS/MS spectra were
grouped, regardless of the peptide sequence assigned. The protein within each
group that explained more spectral data with confidence was shown as the primary
protein of the group. Only the proteins of the group for which there was individual
evidence (unique peptides with enough confidence) were listed, usually towards the
end of the protein list.
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Nucleic acid purification and quantitative PCR analysis. Total RNA was
extracted using TRIzol reagent and cDNA synthesized using SuperScript III reverse
transcriptase kit (both from Invitrogen). cDNA products were amplified using and
Applied Biosystems StepOne plus Fast Real-Time PCR System. Where indicated,
Taqman probes were from Applied Biosystems. Sequences of the primers and
Tagqman probes used in this study are listed in Supplementary Tables 3 and 4,
respectively.

Statistical methods. The Student’s ¢-test was used to estimate statistical
significance between categories. Relative values (percentages) were normalized
using arcsine transformation before carrying out their statistical comparison.
Results are presented as mean * s.e.m. (standard error of the mean). At least three
independent experiments (1) were carried out for statistical comparison. In
addition, each quantitative PCR experiment (n) was carried out in triplicate.
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Supplementary Figure 1. Epithelial-like colonies are negative for autophagic
markers. (a) Representative confocal images of wild type MEFs stained with anti-
Tom20 antibody (red) illustrating the different mitochondrial morphologies
observed in the cultures. Insets show a black and white magnification of the
pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bar, 12 pm. (b)
Histograms showing the expression of the indicated markers in MEFs (gray) or ES
cells (ESCs, red) assessed by flow cytometry. (c) Dot plots showing the expression
of Thy1 in MEFs before (Control) or 4 days after OSKM expression. Percentages of
the Thyl-negative and -positive are shown at the bottom of the dot plots. SSC, Side
Scatter. (d) GFP-LC3B-expressing MEFs were mock- or OSKM-infected. At the



indicated days cells were treated during 4 hours with 50 uM Chloroquine and then
processed for IF. Representative confocal images on the left show cells positive for
GFP-LC3B puncta (green). Insets show a black and white magnification of the
pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bars, 24 pm.
Graph on the right shows the quantification of cells positive for GFP-LC3B puncta
before or at the indicated days after OSKM expression (n = 3). (e) Lysates of MEFs
control or OSKM-infected were analysed by immunoblotting using the indicated
antibodies. Graph on the right shows the quantification of the data (n = 3). (f) GFP-
LC3B-expressing MEFs were mock- or OSKM-infected and eight days post-infection
cells were treated during 4 hours with 50 pM Chloroquine and then processed for
immunofluorescence with Alexa Fluor 555-Phalloidin (red). Representative
confocal images of an epithelial-like colony showing the absence of GFP-LC3B
puncta. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bar, 40 um. Data
are represented as mean * s.e.m., and one-tailed unpaired Student’s t-test was
used to compare data sets (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001).
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Supplementary Figure 2. Mitochondrial fission is not associated with
mitophagy. (a) Representative confocal images of MEFs transduced and treated as
in Supplementary Fig. 1d that were subjected to immunofluorescence analysis
using anti-Tom20 antibody (red) for labelling mitochondria. Insets show a
maghnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear counterstaining.
Scale bars, 12 um. Graph on the right shows the colocalisation of GFP-LC3B with
Tom20 assessed by the Pearson correlation coefficient (PCC) of both stainings in
the cells before (Control) or at the indicated days after OSKM expression (n = 3).
(b) Representative flow cytometry histograms of MEFs stained with mitochondrial
membrane potential-independent Mitotracker Green FM for assessing
mitochondrial mass before (Control) or at the indicated days after transduction



with OSKM-encoding retroviruses. Pluripotent iPS and ES cells are showed as
controls. Right graph shows the quantification of the Mean Fluorescence Intensity
of the histograms shown in the left (n = 3). (c) Cells were treated as in (b) and
total lysates subjected to immunoblotting analysis using the indicated antibodies
to assess mitochondrial mass. Graph on the bottom shows the quantification of the
data (n = 3). (d) Total RNA was extracted from mock-infected (control) or OSKM-
infected wild type MEFs for the indicated days. The expression of the indicated
genes implicated in mitochondrial biogenesis was then assessed by qPCR and
represented as relative gene expression normalised to control MEFs (n = 3). Data
are represented as mean #* s.e.m., and one-tailed unpaired Student’s t-test was
used to compare data sets (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001).
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Supplementary Figure 3. Expression of mitochondrial dynamics regulatory
factors. (a) Total RNA was extracted from mock- (Control) or OSKM-infected wild
type MEFs for four days (black bars), or from the indicated pluripotent cells (red
bars). The expression of the indicated genes was then assessed by qPCR and
represented as relative gene expression normalised to control MEFs (n = 3). (b)
Graph on the left shows the expression of Drp1 assessed by qPCR in MEFs four
days after being transduced with the OSKM factors in presence of esiRNAs



targeting GFP as control (esiControl) or mouse Drp1 (esiDrp1) (n = 3). Panels on
the right show the assessment of Drpl and Tubulin proteins expression by
immunoblotting using specific antibodies in cells treated as before. (c)
Representative confocal images of MEFs expressing the reprograming factors
during four days in the presence of Mdivi-1 (50 uM) and stained with anti-Tom20
antibody (red) to assess the indicated mitochondrial morphologies. Insets show a
black and white magnification of the pictures. DAPI (blue) was used as a nuclear
counterstaining. Scale bars, 24 um. Graphs on the right show the quantification of
the indicated mitochondrial morphologies observed in cells treated as above (n =
3). Data are represented as mean * s.e.m., and one-tailed unpaired Student’s t-test
was used to compare data sets (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ***P < (0.0001).
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a
Protein identification
Fraction Identified protein Unused %Cov %Cov(95) N° Peptides (95%)
Cytosolic Dynamin-1-like protein (DNM1L) 405,6 97,8299975 86,8200 823
Mitochondrial Dynamin-1-like protein (DNM1L) 105,39 81,129998 72,1000 115

Peptide modifications

Fraction Modified residue Sequence Confidence dMass
Mitochondrial pSer579 SKPIPIMPASPQK 99,00 0,00369
Cytosolic pSer330, pThr338  DDKSATLLQLITKFATEYCNTIEGTAK 97,94 0,00737
Cytosolic pSer647 DTLQSELVGQLYKSSLLDDLLTESEDMAQR 90,21 0,05967
Cytosolic pSer175 FISNPNSIILAVTAANTDMATSEALK 99,00 0,03330
Cytosolic pSer136 GVSPEPIHLKIFSPNVVNLTLVDLPGMTK 99,00 0,03157
Cytosolic pSer450 IIQHCSNYSTQELLR 99,00 0,02359
Cytosolic pThra79 LPVTNEMVHNLVAIELAYINTK 99,00 0,03727
Cytosolic pSer71, pThr78 QLVHVSQEDKRKTTGEENGVEAEEWGK 99,00 -0,01278
Cytosolic pSer175 RFISNPNSIILAVTAANTDMATSEALK 99,00 0,03811
Cytosolic pSer71 RPLILQLVHVSQEDK 99,00 0,00315
Cytosolic pSer579 SKPIPIMPASPQKGHAVNLLDVPVPVAR 99,00 0,00072
Cytosolic pSer579 SKPIPIMPASPQK 99,00 0,00696
Cytosolic pSer136 SPEPIHLKIFSPNVVNLTLVDLPGMTK 99,00 0,05696
Cytosolic pSer656 SSLLDDLLTESEDMAQR 99,00 0,03261
Cytosolic pSer616 SYFLIVR 99,00 0,01953
Cytosolic pSer656, pSer657  VGQLYKSSLLDDLLTESEDMAQR 97,38 0,07306
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Supplementary Figure 4. Drp1l post-translational modifications in ES cells.
(a) Summary of the phosphorylated residues found in cytosolic or mitochondria-
associated Drpl in ES cells by LC-MS/MS. Upper table shows the protein
identification in both fractions sorted by Unused ProtScore. Unused, assessment of
the protein confidence parameter for the indicated protein, calculated from the
peptide confidence for peptides from the spectra that were not completely “used”
already by the higher scoring-winning proteins; %Cov (coverage), percentage of
matching amino acids from identified peptides, which showed a confidence greater
than 0, divided by the total number of amino acids in the sequence; %Cov(95%),
the percentage of matching amino acids from identified proteins that showed a



confidence 2 95%, divided by the total number of amino acids in the sequence.
Lower table shows the details of the identified peptides in both subcellular
fractions. Confidence, the confidence for the peptide identification, expressed as
percentage; dMass, the mass difference between molecular weight of the precursor
and the theoretical molecular weight of the matching peptide sequence. (b) MEFs
were transduced, sorted as in Figure 2b into Thyl-positive and -negative cell
populations at day 4 post-transduction and cultured in iPS cell medium. At the
indicated days, total lysates from the different cell populations were subjected to
immunoblotting analysis using the indicated antibodies. A representative
immunoblot out of two independent experiments is shown.
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Supplementary Figure 5. Molecular and functional characterisation of wild
type iPS cells. (a) A representative iPS cell clone (iPSCs) or the E14Tg2a ES cell
line (ESCs) were photographed. Scale bar, 130 pm. (b) Pluripotent cells were
subjected to IF staining with the indicated antibodies, using DAPI (blue) as a
nuclear counterstaining. Scale bar, 30 pm. IF images show different fields
compared with phase pictures. (c, d) Total RNA was extracted from the indicated
pluripotent cells and expression of (c) pluripotency markers or (d) exogenous
OSKM cDNAs was assessed by qPCR and represented as relative gene expression
normalised to undifferentiated ES cells in (c) or OSKM-infected cells (OSKM) in (d).
(e) iPS cell clone was subjected to EB differentiation and photographed 7 days
after (top panel). Scale bar, 500 pm. EBs were then seeded and 2 days later cells
were subjected to IF with the indicated antibodies, using DAPI (blue) as a nuclear
counterstaining (lower panels). Scale bar, 40 pm. (f) Total RNA was extracted from
7 days old EBs and the expression of pluripotency, ectoderm, endoderm or



mesoderm markers was assessed by qPCR and represented as relative gene
expression normalised to undifferentiated ES cells. Data are represented as mean *
s.e.m. (n = 3).
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SUPPLEMENTARY TABLES
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Antigen Host Company Reference | Dilution and applications
Alpha-fetoprotein Rabbit | Abcam ab46799 1:100 (IF)
o-Tubulin Mouse | SCBT sc-32293 1:5000 (WB)
BIII-Tubulin (Tuj1) Rabbit | Covance MRB-435P 1:1000 (IF)
Drpl Rabbit | CST #8570 1:1000 (WB); 1/50 (IF)
p-Drp1 (Ser616) Rabbit | CST #3455 1:1000 (WB)
Erkl1/2 Rabbit | CST #9102 1:1000 (WB)
p-Erk1/2 Mouse | CST #9106 1:2000 (WB)
Dusp6 Rabbit | Dr.R. Pulido Lab | in-house 1:1000 (WB)
LC3B Rabbit | CST #2775 1:1000 (WB)
Mfn2 Rabbit | Sigma-Aldrich AV42420 1:1000 (WB)
Nanog Rabbit | Cosmo Bio Co. RCABOOO1P | 1:100 (IF); 1:1000 (WB)
Oct4 Mouse | SCBT sc-5279 1:50 (IF)
Opal Mouse | BD # 612606 1:1000 (WB)
Smooth Muscle Actin | Mouse | Abcam ab7817 1:100 (IF)
SSEA1 Mouse | SCBT sc-21702 1:10 (IF and FC)
Tom-20 Rabbit | SCBT sc-11415 1:50 (IF); 1:500 (WB)
Tom-40 Mouse | SCBT sc-365467 1:500 (WB)
Thy1 (CD90.2) Rat eBioescience 14-0903-81 | 1:400 (IF, FC)
Rat IgG2b K Isotype Rat eBioescience 16-4031-81 | 1:400 (FC)
Control

Supplementary Table 1. Primary antibodies used in this study. SCBT, Santa
Cruz Biotechnology; CST, Cell Signaling Technologies; BD, BD Biosciences; IF,
immunofluorescence; FC, flow cytometry; WB, western blot.
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Target Host Conjugate | Company | References | Dilution and applications
Mouse IgG Donkey | AF®488 TF A-21202 1:1000 (IF)
Mouse IgG Donkey | AF®555 TF A-31570 1:1000 (IF)
Mouse IgG Donkey | AF®647 TF A-31571 1:1000 (IF)
Mouse IgM | Donkey | AF®555 TF A-21426 1:1000 (IF)
Rabbit IgG Donkey | AF®488 TF A-21206 1:1000 (IF)
Rabbit IgG Donkey | AF®555 TF A-31572 1:1000 (IF)
Rabbit IgG Donkey | AF®647 TF A-31573 1:1000 (IF)
Rat IgG Donkey | AF®488 TF A-11006 1:1000 (IF, FQ)
Mouse IgG Goat HRP TF 31432 1:5000 (WB)
Rabbit IgG Goat HRP TF 31460 1:5000 (WB)

Supplementary Table 2. Secondary antibodies used in this study. TF, Thermo
Fisher Scientific; SCBT, Santa Cruz Biotechnologies; AF®, AlexaFluor®; HRP,
horseradish peroxidase; IF, immunofluorescence; WB, western blot; FC, flow
cytometry.
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Prieto et al., Supplementary Table 3

Gene Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3")
Crtc3 TGACTCACCTGGGGATAAGAAC GTGGCACTTGAGGGACGAG
Drp1 CAGGAATTGTTACGGTTCCCTAA CCTGAATTAACTTGTCCCGTGA
Dusp6 ATGATGAGGTCTTCAGTCTC CAAAATACCCCTTGAGACAC
Erra TTCGGCGACTGCAAGCTC CACAGCCTCAGCATCTTCAATG
Fis1 TGTCCAAGAGCACGCAATTTG CCTCGCACATACTTTAGAGCCTT
Gapdh GCACAGTCAAGGCCGAGAAT GCCTTCTCCATGGTGGTGAA
Gdap1 TCCTTCAGCTCTCAAAAGGTGC GCGCATAAACCAAGGCTCATT
Mff ATGCCAGTGTGATAATGCAAGT CTCGGCTCTCTTCGCTTTG
Mid49 AGCCCACGCCCATTCATTC TGGAGCCCGTCGTAGAGAG
Mid51 GGTGAGCGCAAAGGGAAGA AATGCCCAACATAGCTGCTCC
Mfnl ATGGCAGAAACGGTATCTCCA CTCGGATGCTATTCGATCAAGTT
Mfn2 TGACCTGAATTGTGACAAGCTG AGACTGACTGCCGTATCTGGT
Nrfl CCACATTACAGGGCGGTGAA AGTGGCTCCCTGTTGCATCT
Opal ACAGCAAATTCAAGAGCACGA TTGCGCTTCTGTTGGGCAT
Pgcla CGGAAATCATATCCAACCAG TGAGGACCGCTAGCAAGTTTG

Supplementary Table 3. Oligonucleotides used in this study.
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Prieto et al., Supplementary Table 4

Gene Catalogue no./Sequence Assay
Afp Mm00431715_m1 TagMan gene expression assay
Cerl Mm03024044_m1 TagMan gene expression assay
Foxa2 MmO00839704_mH TagMan gene expression assay
Gapdh Mm99999915 g1 TaqMan gene expression assay
Gsc Mm00650681_gl TagMan gene expression assay
Kdrl Mm01222421 m1l TagMan gene expression assay
Meox1 Mm00440285_m1 TagMan gene expression assay
Nanog Mm02384862_g1 TagMan gene expression assay
Oct4 MmO00658129_gH TagMan gene expression assay
Sox1 Mm00486299_s1 TagMan gene expression assay
Sox2 Mm03053810_S1 TagMan gene expression assay
Zicl Mm00656094_m1 TagMan gene expression assay
tOct4-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA Custom TagMan gene expression
tOctd-R GGTGAGAAGGCGAAGTCTGAAG assay for retroviral transgene?!
tOct4-probe FAM-CACCTTCCCCATGGCTG-MGB
tSox2-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA Custom TagMan gene expression
tSox2-R GCCCGGCGGCTTCA assay for retroviral transgene?!
tSox2-probe FAM-CTCCGTCTCCATCATGTTAT-MGB
tKIf4-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA Custom TagMan gene expression
tKIf4-R GAGCAGAGCGTCGLTGA assay for retroviral transgene?!
tKIf4-probe FAM-CCCCTTCACCATGGCTG-MGB
tc-Myc-F TGGTACGGGAAATCACAAGTTTGTA Custom TagMan gene expression
tc-Myc-R GGTCATAGTTCCTGTTGGTGAAGTT assay for retroviral transgene?
tc-Myc-probe FAM-CCCTTCACCATGCCCC-MGB

Supplementary Table 4. Tagman probes used in this study. F, forward primer;
R, reverse primer; probe, FAM-labelled fluorogenic probe designed for each
transgenel. t-geneX, reprogramming factor cloned in pMX retroviral vector.
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ABSTRACT

We have recently shown that mitochondrial fission is induced early in reprogramming in a Drp1-
dependent manner; however, the identity of the factors controlling Drp1 recruitment to mitochondria was
unexplored. To investigate this, we used a panel of RNAi targeting factors involved in the regulation of
mitochondrial dynamics and we observed that MiD51, Gdap1 and, to a lesser extent, Mff were found to
play key roles in this process. Cells derived from Gdap1-null mice were used to further explore the role of
this factor in cell reprogramming. Microarray data revealed a prominent down-regulation of cell cycle
pathways in Gdap1-null cells early in reprogramming and cell cycle profiling uncovered a G2/M growth
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arrest in Gdap1-null cells undergoing reprogramming. High-Content analysis showed that this growth
arrest was DNA damage-independent. We propose that lack of efficient mitochondrial fission impairs cell
reprogramming by interfering with cell cycle progression in a DNA damage-independent manner.

Introduction

Mitochondria join by fusion and divide by fission. The balance
between mitochondrial fission and fusion determines the shape
and function of these organelles. Given the importance of mito-
chondria for cell homeostasis, these 2 processes play an active
role in the regulation of cell growth, survival and cell death.
Importantly, mutations in genes encoding for proteins control-
ling mitochondrial fusion and fission have been linked to a
wide range of human diseases, underscoring the importance of
understanding the regulation of mitochondrial dynamics in dif-
ferent biological processes.'®

Mitofusin-1 and -2 (Mfnl and Mfn2) and Optic atrophy 1
(Opal) proteins located in the outer and inner mitochondrial
membranes, respectively, are known to mediate the fusion of
this organelle. The Dynamin related protein-1, Drpl is a key
factor which mediates mitochondrial fission.”'! Mitochondrial
fission starts with the formation of an initial constriction in the
mitochondria at contact sites with the endoplasmic reticu-
lum.'>"® Activated Drpl is then recruited to the constricted
mitochondrial membrane, forming a ring that eventually frag-
ments mitochondria in a GTPase-dependent manner.>
Recruitment of activated Drpl to the mitochondrial surface is
mediated by accessory proteins located at the external mem-
brane of these organelles and include Mitochondrial fission fac-
tor, Mff,'*'> Mitochondrial fission protein 1, Fis1'>1® and
Mitochondrial elongation factor 1 and 2, Miefl/MiD45 and

Mief2/MiD51,>'7!® respectively, though the exact details of
the interplay between activated Drpl and the different factors
on the mitochondrial surface are not completely known. The
GDAPI gene (MIM #606598) is linked to Charcot-Marie-Tooth
disease'” and has been shown to play a role in regulating mito-
chondrial dynamics in human.*® Although the mechanisms
whereby GDAP1 participates in the regulation of mitochon-
drial dynamics are not fully understood, its overexpression led
to the fragmentation of the mitochondrial network in human
cells whereas knockdown of GDAPI enhanced the tubular
aspect of these organelles in mammalian®'** and insect** cells.

Somatic cells from mouse or human origin can be reprog-
rammed to induced-Pluripotent Stem (iPS) cells by forced
expression of Oct4 (also known as Pou5fI), KIf4, Sox2 and
cMyc*>*” (named as OSKM herein). Our previous work has
uncovered the importance of mitochondrial fission controlled
by a Drpl-ERK axis in cell reprogramming.”’ Here, we have
investigated the importance of the factors involved in Drpl
recruitment to mitochondria in OSKM-induced cell reprog-
ramming using an RNAi approach and found that MiD51 and
Gdap1 were the factors whose reduction affected both processes
the most. By exploring in detail the role of Gdapl in cell
reprogramming, we found that dysfunctional mitochondrial
fission caused by lack of this protein impairs cell reprogram-
ming by interfering with cell cycle progression in a DNA dam-
age-independent manner.
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Results

Identification of factors involved in OSKM-induced
mitochondrial fission

We have observed that OSKM-mediated cell reprogramming
induces mitochondrial fission early during the process.”® To
investigate the factors involved in the regulation of mitochon-
drial fission during cell reprogramming, we conducted a
reprogramming assay where we knocked down factors known
to play a major role in controlling mitochondrial fission by
RNA interference.

Early-passage wild type Mouse Embryonic Fibroblasts
(MEFs) were transduced with OSKM-encoding retroviruses.
Next day, infected cells were transfected with different
endoribonuclease-prepared siRNAs (esiRNAs) targeting
enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP), as control, or
the indicated pro-fission factors. Twenty-five days after ret-
roviral delivery of OSKM in the presence of the indicated
esiRNAs, we estimated reprogramming efficiency in the cul-
tures using an Alkaline Phosphatase (AP) assay (Fig. 1A).
Compared with the control, knockdown of MiD49 or Fisl
did not have any effect in the emergence of AP-positive col-
onies. Knockdown of Mff showed a mild reduction in the
emergence of AP-positive colonies relative to the control.
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Interestingly, a reduction of MiD51 or Gdapl mRNA levels
led to a profound decrease in the numbers of AP-positive
colonies when compared to control esiRNA. All the trans-
fected esiRNAs reduced the expression levels of the targeted
factors by at least 75% (Supplementary Fig. 1A), as assessed
by quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) 6 days
after OSKM-transduction.

We next examined the effect of knocking down the differ-
ent factors known to play a role in regulating mitochondrial
dynamics in OSKM-induced mitochondrial fission. For this
we measured mitochondrial morphology in OSKM-infected
MEFs transfected with the indicated esiRNA constructs 6 days
after viral transduction by immunofluorescence (IF) staining
for the mitochondrial marker Tom20 (Fig. 1B). Six days after
OSKM-expression, 31.8 & 1.5% of cells transfected with the
control esiRNA displayed fragmented mitochondrial morphol-
ogy (Fig. 1B). Compared to the control, knockdown of Fisl,
Mff or MiD49 did not have an effect in the mitochondrial
morphology of OSKM-infected cells (Fig. 1B), suggesting that
these proteins do not play an active role in OSKM-induced
mitochondrial fission during early reprogramming. Remark-
ably, and relative to the control, reduction of MiD51 or Gdapl
mRNAs decreased OSKM-induced mitochondrial fragmenta-
tion by more than 50% (Fig. 1B). Overall, our findings suggest

esiGdap1

esiFis1

esiMff ) esiMiD49 . esiMiD51

I Tubular [ Mixed [ Fragmented

Number of cells (%)

Figure 1. Knockdown of pro-fission factors impairs mitochondrial fission and cell reprogramming. (A) Graph showing the number of Alkaline Phosphatase (AP)-positive
colonies obtained in wild type MEFs transfected with the indicated esiRNAs after 25 days of retroviral delivery of the OSKM factors, (n = 3; **P < 0.01; ****P < 0.0001).
Panels in the right show representative bright field images and a magnification (inset) of the plates of the indicated cultures after AP-staining. (B) Left panels, representa-
tive confocal images of OSKM-transduced cells transfected with the indicated esiRNAs that were stained with anti-Tom20 antibody (red). Inset shows a magnification of
the indicated area in the images of the left. Hoechst (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bar 24 m. Graph on the right shows the quantification of the dif-
ferent mitochondrial morphologies observed in the cells treated as before, (n = 3; P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). Data are represented as mean =+ s.e.m. One-tailed

unpaired Student’s t-test was used to compare data sets.
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that OSKM-mediated mitochondrial fission and cell reprog-
ramming depends on the presence of MiD51, Gdapl and, to a
lesser extent, of Mff. These results prompted us to investigate
further the role of Gdapl in the reprogramming process.

Lack of Gdap1 impairs cell reprogramming and OSKM-
induced mitochondrial fission

The above results suggested that lack of Gdapl-dependent
mitochondrial fission could impair cell reprogramming. To
investigate this possibility further, we carried out reprogram-
ming assays with MEFs isolated from Gdapl knockout mice.””
Interestingly, we observed a reduction of approximately 75% in
the number of AP-positive colonies in Gdapl-null cells sub-
jected to reprogramming when compared to wild type controls
(Fig. 2A). No defects in cell proliferation under normal cell
growth conditions or viral transduction efficiency were found
in Gdapl-null cells when compared to wild type controls
(Fig. S1B, C). These results support the notion that lack of
Gdapl impairs cell reprogramming. Nonetheless and albeit
with a much lower efficiency than with wild type cells, we were
able to isolate iPS-like colonies derived from Gdapl-null MEFs.
Molecular and functional analysis showed that the isolated
Gdap1-null cell clones were bona fide iPS cells (Figs. S2 and S3).

We monitored mitochondrial dynamics in MEFs by IF as
above. In agreement with its proposed role in the fission
process and the results shown above, at day zero the major-
ity of Gdapl-null cells were classified as tubular (Fig. 2B,
right panels and graph). Compared to wild type controls,
Gdapl-null MEFs showed a decreased induction of mito-
chondrial fragmentation during reprogramming and only
22.44 + 3.80% of the cells showed fragmented mitochondria
4 days after OSKM expression versus 35 £+ 0.5% found in
wild type counterparts (Fig. 2B, graph). These results indi-
cate that lack of Gdapl interferes with OSKM-induced
mitochondrial fragmentation as well as with the fission of
these organelles in normal settings.

During reprogramming, cells undergo Mesenchymal-to-
Epithelial Transition (MET).>®" In wild type cells, Phalloi-
din and Tom20 staining of the cultures at day 8 of reprog-
ramming showed mesenchymal cells displaying tubular
organization of mitochondria whereas epithelial-like colo-
nies showed a fragmented arrangement of these organelles
(Fig. 2C). Interestingly and similar to wild type controls,
85% of the cells in Gdapl-null colonies displayed also frag-
mented mitochondria (Fig. 2, middle panels, inset and
graph). These results support the notion that Gdapl does
not play a role in the regulation of mitochondrial dynamics
once cells undergoing reprogramming have achieved the
epithelial state to continue their path to pluripotency. In
fact, lack of Gdapl impaired the formation of epithelial-like
colonies when compared to wild type MEFs (Fig. 2D). In
keeping with this, qPCR analysis of Gdapl expression
showed that the mRNA levels of this gene decreased at day
4 of reprogramming and were completely absent in pluripo-
tent cells (Fig. 2E). Altogether, these results indicate that
Gdapl-dependent mitochondrial fission in MEFs is impor-
tant for initiating the transit to pluripotency before reach-
ing, or at, the MET barrier to pluripotency.

Lack of Gdap1 does not alter the expression of
mitochondrial dynamics regulatory factors

We next sought to investigate whether the observed decrease in
OSKM-induced mitochondrial fission associated with the lack
of Gdapl gene was due to an alteration in the expression and/
or activation of known mitochondrial dynamics regulatory fac-
tors. For this, we first examined the expression of these factors
in MEFs, OSKM-expressing cells and pluripotent cells from
both wild type and Gdapl-null genotypes, using qPCR
(Fig. 3A). As we described previously,”® the expression of the
majority of the factors involved in mitochondrial dynamics
increased during reprogramming. Interestingly, cells from both
genotypes displayed the same profiles of gene (Fig. 3A) and
protein (Fig. 3B, C) expression during cell reprogramming and
in iPS cells. In addition, we did not find significant differences
between cells of both genotypes in the phosphorylation of
$579-Drpl, an indication of Drpl activation,” "' neither in
response to OSKM expression (Fig. 3D) nor in self-renewing
pluripotent stem cells (Fig. 3E). These results indicate that lack
of Gdap1 gene did not altered the expression nor activation of
the protein set that regulates mitochondrial dynamics neither
in cells undergoing cell reprogramming nor in pluripotent stem
cells.

Lack of Gdap1 induces a DNA damage-independent G2/M
cell arrest early during reprogramming

We next examined the transcriptional response to OSKM-
expression in wild type and Gdap1-null cells using microarrays.
Comparative gene expression analysis identified 5,802 differen-
tially expressed genes (DEGs) at day 4 of reprogramming
between wild type and Gdapl-null cells (Fig. 4A and Table S1).
Gene Ontology analysis revealed that genes related to cell divi-
sion, protein catabolic processes or RNA processing/modifica-
tion were highly downregulated in Gdapl-null cells compared
to wild type controls (Fig. 4B). Furthermore, functional analysis
of microarray data using Gene Map Annotator and Pathway
Profiler (GenMAPP) revealed a prominent downregulation of
cell cycle pathways in Gdapl-null cells at day 4 of reprogram-
ming (Fig. 4B and Table S1). The results shown above sug-
gested that cell cycle progression was compromised in OSKM-
transduced Gdapl knockout cells. To validate the results from
the microarray analysis on cell cycle, we carried out cell cycle
profiling of the cells at day 4 of reprogramming by flow cytom-
etry. No significant differences in the cell cycle profiles between
wild type and Gdapl-null cells were found before transduction
with OSKM-encoding retroviruses (Fig. 4C). Interestingly, we
observed a statistically significant 3-fold increase in the propor-
tion of OSKM-expressing Gdapl-null cells in G2/M when com-
pared with wild type counterparts (Fig. 4C), confirming the
results from the functional analysis of microarray data.

The initial regulatory network induced by OSKM expression
promotes both reprogramming and apoptosis.”> Although our
microarray data showed that Gdapl-null and wild type cells
responded differently to OSKM-dependent transcription
(Fig. S4A and Table S1), we did not find differences in the
induction of apoptosis between both genotypes at day 4 of
reprogramming, as measured by AnnexinV-staining using flow
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Figure 2. Lack of Gdap1 gene impairs OSKM-induced mitochondrial fission. (A) Graph showing the number of Alkaline Phosphatase (AP)-positive colonies obtained in wild type or
Gdap1-null MEFs after 25 days of retroviral delivery of the OSKM factors, (n = 6; ****P < 0.0001). Panels in the right show representative bright field images and a magnification (inset)
of the AP-staining. (B) Left panels, representative confocal images of wild type or Gdap1-null cells stained with anti-Tom20 antibody (red) before (control) or after expressing the OSKM
factors for 4 days (OSKM). Arrowheads point to cells with fragmented mitochondria. Hoechst (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bar 24 ;.m. Graph on the right shows
the quantification of the different mitochondrial morphologies observed in MEFs of the indicated genotypes before (control) or 4 days after OSKM expression (OSKM), (n = 3; all differ-
ences were found to be statistically significant P < 0.05). (C) Representative confocal images of mesenchymal or epithelial-like colonies found in wild type (upper panels) or Gdap1-null
(lower panels) MEFs, at day 8 of reprogramming, incubated with Phalloidin (green) to stain F-actin and anti-Tom20 antibody (red) to label mitochondria. Scale bars in left panels
24 1m, middle panels 40 wm. Rightmost images are a magnification of the indicated area in the middle panels. Scale bar, 15 ©m. Hoechst (blue) was used as a nuclear counterstain-
ing. Graph at the bottom shows the quantification of the indicated mitochondrial morphologies observed in the cultures at day 8 (n = 3; all differences were found to be statistically
significant P < 0.05). (D) Graph showing the number of epithelial-like colonies obtained in wild type or Gdap1-null MEFs at day 8 of reprogramming, (n = 3; “P < 0.05). (E) Total RNA
was extracted from wild type MEFs at day 4 of reprogramming (OSKM), wild type iPS or ES cells, and Gdap1 gene expression was assessed by qPCR and represented as relative gene
expression normalized to untreated wild type MEFs (Control). (n = 3; ****P < 0.0001). Data are represented as mean =+ s.e.m. One-tailed unpaired Student’s t-test was used to com-
pare data sets.

cytometry (Fig. 4D). Interference with mitochondrial fission in
cancer cells by knocking down FIS1 induced a G2/M cell cycle
arrest associated with DNA damage.”> However, we did not
observe differences in the induction of DNA damage between
both genotypes after expressing the OSKM factors for 4 days,
by either yH2AX- or p53BP1-stainings using High-Content
Analysis (Fig. 4E and Supplementary Fig. 4B). Thus, our results

suggest that the effect on cell cycle progression that we
observed in Gdapl-null cells undergoing reprogramming is
DNA damage-independent and may partially account for the
decreased efficiency of reprogramming detected in in the
absence of the Gdapl gene. These results highlight therefore
the importance of adjusting mitochondrial dynamics with cell
division during cell reprogramming.
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Figure 3. Expression of mitochondrial dynamics regulatory factors in somatic and pluripotent cells. (A) Total RNA was extracted from wild type (black bars) or Gdap1-null
(red bars) MEFs left untreated (control) or OSKM-infected for 4 days (OKSM), or from the indicated pluripotent cells (iPSCs). The expression of the indicated genes was
then assessed by gPCR and represented as relative gene expression normalized to control wild type MEFs of the corresponding genotype. Gene expression of the indi-
cated genes in E14Tg2a ES cells (ESCs) is included as control (white bars), (n = 3; **P < 0.01; ***P < 0.001). (B-E) Pluripotent cells or MEFs of the indicated genotypes,
were left untreated (control) or OSKM-infected (OSKM) for the indicated days. Then, cellular lysates were analyzed by immunoblotting using anti-Opa1 (B), anti-Mfn2 (C),
or anti-phospho S579S-Drp1 or anti-Drp1 antibodies (D, E), as indicated. Tubulin antibody, shown in the lower panels, was used as a loading control.

Discussion

Mitochondrial fission controlled by a Drpl-ERK axis consti-
tutes an early and necessary step in OSKM-induced reprogram-
ming.**** Here, we identified MiD51, Mff and Gdapl as key
factors in mediating the remodelling of mitochondria early in
reprogramming.

The role of MiD51 in mitochondrial dynamics regulation is
controversial,'® as knockdown of the gene encoding this pro-
tein in different labs induced either mitochondrial fragmenta-
tion'> or mitochondrial fusion.'® Our results showing that

knockdown of MiD51 induced mitochondrial elongation in
MEFs support a role for this protein as a pro-fission factor. In
addition, it has been suggested that MiD51 and Mff are part of
a common Drpl-dependent regulatory pathway to control
mitochondrial morphology®® and MFF overexpression induced
mitochondrial fission in immortalized fibroblasts.”® As Mff
knockdown had little effect in cell reprogramming in our
system, we postulate that MiD51 could function independently
of Mff to mediate mitochondrial fragmentation in response to
OSKM expression. Interestingly, knockdown of Gdapl
impaired mitochondrial fission in response to OSKM
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cell death 4 days after viral transduction. Data in the plots are represented as mean =+ s.e.m. (n = 3, differences were non significant). (E) Graph showing the quantifica-
tion of the data corresponding to wild type or Gdap1-null MEFs transduced with OSKM viruses for 4 days, processed for immunofluorescence with anti-yH2AX-
or -p53BP1 antibodies and analyzed by High-Content microscopy (n = 3, differences were non-significant). Data are represented as mean + s.e.m. One-tailed unpaired
Student’s t-test was used to compare data sets.

expression at similar levels than MiD51. It is therefore tempting fission in response to reprogramming stimuli, using a specific
to suggest that, similar to the role performed by MFF in cancer ~Drpl-dependent pathway. In addition, the formation of mito-
cells, Gdapl cooperates with MiD51 to drive mitochondrial chondria-Endoplasmic Reticulum (ER) contacts plays a key
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role in mitochondrial fission'>'* and Gdap1 has been shown to

participate in the establishment of these contacts in neuroblas-
toma cells.””> Thus, it is possible that lack of Gdapl impairs
OSKM-induced mitochondrial fission by interfering with the
formation of mitochondria-ER contacts, leading to a decrease
in reprogramming efficiency. Interestingly, Gdap1 is absent in
pluripotent cells whereas it participates in mediating mitochon-
drial fission in MEFs before and during the very early stages of
reprogramming. Thus, cells undergoing reprogramming could
use a similar set of proteins to that found in basal conditions
while the regulation of mitochondrial morphology in the inter-
mediate states of reprogramming and in pluripotent cells may
employ different mechanisms and/or molecular players.

Cancer cells are rapidly cycling cells, as are cells undergoing
reprogramming, which constitute a privileged subset of cells with
an ultrafast cell cycle.”” Interestingly, depletion of FISI in human
cancer cells caused elongation of mitochondria and DNA damage,
followed by G2/M growth arrest induction to eventually trigger
senescence.”>* Although knockdown of FisI showed that this
protein does not participate in regulating mitochondrial morphol-
ogy in our experimental system, reduction of Gdap1, Mff or MiD51
mRNA levels in MEFs caused a similar elongation of mitochondria
to that found upon FISI knockdown in transformed cells. Interest-
ingly, Gdap1 knockout cells displayed a G2/M growth arrest early
during reprogramming but conversely to that found with FISI
ablation in cancer cells, this growth arrest was not associated with
DNA damage. Thus, it is possible that OSKM-expressing cells lack-
ing Gdap1 were forced to engage into rapid cell divisions without
properly fragmenting mitochondria, leading to a G2 and/or M cell
cycle checkpoint activation to halt proliferation. Remarkably, this
growth arrest was DNA damage-independent and therefore, differ-
ent to that observed in cancer cells upon FISI knockdown. This
suggests that cancer cells and cells undergoing reprogramming
respond differently to the presence of abnormally elongated mito-
chondria in G2/M cell cycle phases. Finally, and although we were
able to derive bona fide Gdapl-null iPS cells, interference with
mitochondrial fission by knocking down DRPI caused aneuploidy
in cancer cells.*’ Thus, our results also suggest that caution must be
taken when deriving human iPS cells for modeling human diseases
characterized by a dysfunctional mitochondrial dynamics, such as
Charcot-Marie-Tooth, as their reprogramming in the absence of a
proficient mitochondrial fission machinery could either be highly
inefficient and/or render cytogenetically abnormal iPS cells.

Mitochondria and peroxisomes cooperate at the functional and
structural levels.*" Functionally, these organelles cooperate in the
regulation of the lipid and Reactive Oxigen Species homeostasis. At
the structural level, mitochondria and peroxisomes share both
molecular mechanisms and regulatory proteins for undergoing
division. In fact, Fisl, Mff and Gdap1 proteins are also present on
peroxisomes and regulate the fission of these organelles in insect
and mammalian cells.">** Due to the existing interplay between
mitochondria and peroxisomes, the possible implication of a per-
oxisomal dysfunction, caused by the knockdown of Mff, MiD51 or
Gdapl, in negatively influencing cell reprogramming in our set-
tings cannot be ruled out. This is, nonetheless, an interesting ques-
tion that warrants further investigation in the future.

As iPS cells are important tools for disease modeling™™*” and
defects in mitochondrial homeostasis are associated with
human pathologies,” our study has a broad interest not only for
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iPS cells-derived biomedical applications but also for under-
standing the role of factors that participate in the regulation of
mitochondrial dynamics in physiological as well as pathological
settings.

Materials and methods
Cell culture, reprogramming assays, reagents and vectors

ES cells were cultured on gelatinised plates in ES cell medium
supplemented with 10% Foetal Bovine Serum (FBS) (Cat.
S182B, Biowest Europe, Nuaillé, Fance) in the presence of
LIF.** When indicated, ES and iPSCs were grown on gelatinised
plates in 2i medium® [(1:1) mixture of Neurobasa:DMEMF12
(Cat. 11570556, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain; and
Cat. L0091, Biowest Europe, Nuaillé, Fance, respectively) sup-
plemented with 0.5 x N2, 0.5 x B27 (Cat. 11520536 and Cat.
11530536 both from Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain),
3 uM CHIR99021 and 1 uM PD0325901 (Cat. 361571 and
Cat. 444968, both from Millipore, Madrid, Spain)] in the pres-
ence of LIF. PlatE*® and SNL* cells were grown in DMEM con-
taining 10% FBS. When indicated, SNL cells were mitotically
inactivated by treatment with 10 g ml™" Mitomycin-C (Cat.

M4287, Sigma-Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain) for 3 h at
37°C. Wild type and Gdap1-null MEFs (both in a pure C57BL/6
background) were prepared from pooled E13.5 embryos and cul-
tured in DMEM supplemented with 10% FBS and Penicillin/Strep-
tomycin. Early-passage MEFs (third passage at most) were used in
all experiments. All cells have been routinely tested for mycoplasma
contamination using the Lookout Mycoplasma PCR detection kit
(Cat. MPO0035, Sigma-Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain).
Gdap1”~ mice® have been published elsewhere. The retroviral vec-
tors pMX-Oct4, pMX-Sox2, pMX-Klf4 and pMX-c-Myc™ were
from Addgene. Mission esiRNA targeting eGFP, or mouse Fisl,
Mff, MiD49, MiD51 or Gdapl (Cat. EHUEGFP, EMUO016691,
EMUO025311, ESIOPEN NM_001009927.2 COMPASS#AXM15-
18183970, EMU006961 and EMU001231, Sigma-Aldrich Quimica
SL, Madrid, Spain) were delivered into MEFs using Lipofectamine
RNAIMAX (Cat. 10514953, Thermo Fisher Scientific, Madrid,
Spain), as indicated.

Ecotropic retroviruses were produced in PlatE cells transfected
using Polyethylenimine (PEI) “Max” (Mw 40,000) (Cat. 24765-2,
Polysciences Europe GmbH, Hirschberg an der Bergstrasse,
Germany) exactly as described.”® For reprogramming wild type or
Gdap1-null cells, 8 x 10° MEFs were plated per p100 mm the day
before the assay. Next day (day 0), MEFs were incubated overnight
with a 1:1:1:1 mixture of mouse Oct4, Sox2, KIf4 and c-Myc retrovi-
ral supernatants supplemented with 4 1g ml™ Polybrene. Next day
the supernatants were replaced with fresh media and cells were
incubated for 3 more days (day 4). For reprogramming in the pres-
ence of esiRNAs, 30 x 10° MEFs in p24 well plates were transduced
as before with OSKM. Infected MEFs were then transfected over-
night with 0.6 g of the indicated esiRNAs at day 1 and day 3 post-
infection, using Lipofectamine RNAiIMAX. Next morning, media
was replaced with fresh media. Six days after OSKM-infection, cells
were used for either cell reprogramming assays, RNA extraction or
immunofluorescence analysis.

For assessing reprogramming efficiency, 1.5 x 10° cells were
plated on a confluent layer of mitotically-inactivated SNL



feeders seeded the day before on gelatine-coated pl100 mm
dishes at 2 x 10° cells per dish. Next day, media was changed
to ES cell growth medium containing 10% FBS and LIF. Media
was changed every other day. Reprogramming efficiency was
assessed 25 days after transduction of MEFs with OSKM-
encoding retroviruses by scoring all the alkaline phosphatase
positive colonies per p100 mm. Alkaline phosphatase staining
was performed using the Alkaline Phosphatase Detection kit
(Cat. SCR004, Millipore, Madrid, Spain).

For iPS cell generation, colonies were hand-picked at day 25
of reprogramming, transferred to a 1.5 ml tube containing
50 pl of Trypsin/EDTA solution and incubated for 10 minutes
at 37°C. Then, cells were disaggregated with a pipette by adding
200 ] of ES cell media containing 10% FBS and LIF. Cells were
then plated on SNL feeders in p24 plates (1 clone per well) in
ES cell media supplemented with 10% FBS and LIF. When col-
onies were macroscopically visible, media was switched to 2i
medium with LIF. Surviving clones were further expanded in 2i
media with LIF and analyzed as indicated.

Immunofluorescence and flow cytometry

For immunofluorescence analysis, all cells were plated on gelatine-
coated coverslips. iPS and ES cells were seeded onto Mitomycin C-
treated SNL cells and grown until clones were macroscopically visi-
ble. MEFs, untreated, transfected and/or transduced with the indi-
cated viruses, were plated at 15000 cells per cm” the day before
processing. Then, cells were fixed for 15 min at room temperature
with 4% paraformaldehyde in PBS, permeabilised for 10 minutes
with 0.5% Triton-X-100 in PBS, blocked for 30 minutes with block-
ing buffer [3% Bovine Serum Albumin (BSA, Cat. A7030, Sigma-
Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain) in PBS containing 0.025%
Tween-20] and incubated overnight with primary antibodies in
blocking buffer. After washing with PBS supplemented with
0.025% Tween-20, cells were incubated for 1 hour with the appro-
priate secondary antibodies in blocking buffer containing 5 pg per
ml of Hoechst 33258 (Cat. 11594876, Thermo Fisher Scientific,
Madrid, Spain), washed overnight with PBS, mounted and ana-
lyzed using confocal microscopy. For 2-bromo-5-deoxyuridine
(BrdU) staining, cells were treated before blocking with 2N HCl at
37°C for 15 min and then with 0.1 M borate buffer (pH 8.5) at
room temperature for 10 min, followed by blocking and incubation
with mouse anti-BrdU antibody (Cat. MAB4072, Sigma-Aldrich
Quimica SL, Madrid, Spain Sigma-Aldrich). Colocalisation of
Tom20 and GFP-LC3B or Tom20 and Drpl stainings was evalu-
ated by calculating the Pearson Correlation Coefficient (PCC)
using the freely-available JACoP plug-in (http://rsb.info.nih.gov/ij/
plugins/track/jacop.html) for Image] analysis software, as previ-
ously described.*®

Chromosome counting was carried out exactly as
described®” using Hoechst 33258 as DNA dye. At least 25
spreads per sample were analyzed.

Confocal immunofluorescence images were taken using a
Fluoview FV10i (OLYMPUS IBERIA S.A.U., Hospitalet de Llo-
bregat, Barcelona, Spain) confocal microscope equipped with
405-, 488- and 633-nm lasers. Three-dimensional reconstruc-
tions of z-stacks were performed using FV10-ASW 2.1 viewer
software (OLYMPUS IBERIA S.A.U., Hospitalet de Llobregat,
Barcelona, Spain). All images were further processed using
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Adobe Photoshop CS5 and compiled using Adobe Illustrator
CS5 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA). Alexa Fluor
488-Phalloidin was from Thermo Fisher Scientific (Cat.
10125092). Details about the antibodies used in this study are
provided in Table S2.

For cell cycle profiling, trypsinised cells were fixed with ice-cold
70% ethanol for 30 minutes at 4°C, washed once with PBS and
incubated in cell cycle propidium iodide/RNAse solution (Cat. PI/
RNASE, Immunostep, Salamanca, Spain) for 15 minutes in the
dark at room temperature. For the analysis of apoptosis, MEFs
were resuspended in AnnexinV-binding buffer, and stained with
634-conjugated AnnexinV/propidium iodide solution (Cat.
ANNEXIN V DY634, Immunostep, Salamanca, Spain) for 15
minutes in the dark at room temperature. For mitochondrial mass
assessment by flow cytometry, cells were trypsinised and resus-
pended in media containing 25 ug per ml of the membrane poten-
tial-independent mitochondrial dye MitoTracker Green FM (Cat.
11589106, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain), incubated at
room temperature for 10 minutes and then processed for flow
cytometry. All measurements were taken using a BD FACSCanto
II or FACS Verse (both from BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
flow cytometers and analyzed using FlowJo V8.1.1 (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, USA) software. At least 10,000 events from each
sample were recorded.

High-content analysis

For the High-Content Analysis (HCA), 30000 MEFs were plated in
24-well plates (Nunc) and stained by immunofluorescence with
the indicated antibodies. One fluorescence image was collected for
Hoechst 33258 (405/535 nm dichroic) and another for AlexaFluor-
549 (535/620 nm dichroic) to detect the different markers with the
InCell Analyzer 2000 automated epifluorescence microscope (GE
Healthcare, Paterna, Valencia, Spain) at 40x magnification. HCA
acquisition was performed using InCell investigator Software (GE
Healthcare, Paterna, Valencia, Spain). For the analysis, cells and
nuclei were defined using the Hoechst 33258 staining. The nuclei
were segmented using top-hat segmentation defining a minimum
nucleus area of 50 um®. To define the cell segmentation a collar
segmentation routine was used, specifying a ratio of 4 um. To ana-
lyze the expression of yH2AX, p53BP1 or BrdU by cell, the average
intensity of pixels in the reference channel (AlexaFluor-549) within
the defined nuclear region was measured. Once each cell had asso-
ciated a nuclear intensity for the specific expression, a threshold fil-
ter defining positive and negative expressing cells was set.
Threshold filter uses a histogram for data visualization. To specify
the filter settings, the nuclear intensity measure was selected. The
threshold filter defines the cells with nuclear intensities above or
below a given value as positive or negative respectively for the
expression of the protein. As a result, the program assigns to each
cell the definition of positive or negative for the expression of
yH2AX, p53BP1 or BrdU and generates a percentage of both cell
populations (positive and negative) per well. Details about the anti-
bodies used in this study are provided in Supplementary Table 2.

Western blot

Cells were lysed in lysis buffer [50mM Tris pH7.5, 150mM NaCl,
5mM EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 100 mM NaF, 2 mM Na;VO,,
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20 mM Na,P,0,, and 1x complete proteinase inhibitor cocktail
(Roche)]. Cellular lysates were used for immunoblotting with the
indicated antibodies using standard procedures. Signals in western
blots were detected using ECL prime (Cat. RPN2232, GE Health-
care, Paterna, Valencia, Spain) and images automatically captured
in an ImageQuant LAS 4000 digital imaging system equipped with
FUJINON F0.85 lenses and a Fujifilm super CCD area type chip
(GE Healthcare, Paterna, Valencia, Spain). Acquired images were
processed using ImageQuant TL 7.0 analysis software (GE Health-
care, Paterna, Valencia, Spain). Details about the antibodies used in
this study are provided in Supplementary Table 2.

Nucleic acid isolation and qPCR analysis

Total RNA was extracted using TRI reagent (Cat. T9424,
Sigma-Aldrich Quimica SL, Madrid, Spain) and cDNA synthe-
sized using SuperScript III reverse transcriptase kit (Cat.
10432122, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain). cDNA
products were amplified using a StepOne Fast Real-Time PCR
system (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Madrid,
Spain). Where indicated, Tagman probes were from Applied
Biosystems. Sequences of the primers used in this study are
listed in Supplementary Table 3.

Microarray data analyses

Microarray data (Affymetrix GeneChip Mouse Expression Array
430 2.0, Affymetrix) was standardized using Robust Multi-array
Average method and quantile normalization. Differential gene
expression was carried out using the limma™ and masigpro pack-
ages from Bioconductor. Multiple testing adjustments of p-values
were done according to Benjamini and Hochberg methodology.
Gene set analysis was carried out for the Gene Ontology (GO)
terms and for the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) Pathways using a logistic regression model,”" which
returns adjusted p-values based on False Discovery Rate method.
GO annotation for the genes in the microarray where taken from
Ensembl 73 release. Microarray data have been deposited in NCBI’s
Gene Expression Omnibus (GEO Series GSE59527).

Statistical methods

One-tailed Student’s t-test was used to estimate statistical sig-
nificance between categories. Relative values (percentages) were
normalized using arcsine transformation before carrying out
their statistical comparison. Results are presented as mean =+
standard error of the mean (s.e.m.).
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Abbreviations
AP Alkaline Phosphatase
DEGs differentially expressed genes

eGFP enhanced Green Fluorescent Protein

ER Endoplasmic Reticulum

esiRNA endoribonuclease-prepared siRNAs
GenMAPP Gene Map Annotator and Pathway Profiler
IF Immunofluorescence

iPS cells induced-Pluripotent Stem cells

MEF Mouse Embryonic Fibroblast

MET Mesenchymal-to-Epithelial Transition
OSKM Oct4+Sox2+Klf4+cMyc

qPCR quantitative Polymerase Chain Reaction
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Supplementary Figure 1. Controls for the knockdown, proliferation and viral

transduction in wild type and Gdap1-null cells

(A) Total RNA was extracted from OSKM-infected wild type MEFs for six days in

the presence of esiRNA targeting eGFP (control, black bars) or the indicated factors

(red bars). The expression of the indicated genes was then assessed by qPCR and
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represented as relative gene expression normalised to OSKM-infected MEFs
transfected with the control esiRNA targeting eGFP.

(B) Wild type or Gdapl-null MEFs under normal cell growth conditions were
pulsed for 15 minutes with BrdU, followed by immunofluorescence analysis using
anti-BrdU antibody. The graph shows the assessment of BrdU incorporation. Data
are represented as mean * s.e.m. (n = 3, differences were non-significant; One-
tailed student’s t-test).

(C) Representative dot plots of wild type or Gdapl-null MEFs transduced with
mCherry-expressing retroviruses for assessing transduction efficiency four days

after infection by flow cytometry.
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Supplementary Figure 2. Molecular characterisation of wild type and Gdap1-
null iPS cell clones.

(A) Representative iPS cell clones of the indicated genotypes were subjected to IF
staining with the indicated antibodies, using Hoechst (blue) as a nuclear
counterstaining. Scale bar, 30 um. IF images with Nanog and Oct4 antibodies show
different fields compared to that of SSEA1 staining.

(B-C) Total RNA was extracted from the indicated pluripotent stem cells and
expression of (B) the Oct4, Sox2 and Nanog pluripotency markers, or (C)
exogenous OSKM cDNAs was assessed by qPCR and represented as relative gene
expression normalised to undifferentiated ES cells (A) or OSKM-infected MEFs for
four days (B).

(D) Graph showing the quantification of chromosome numbers from 25 metaphase
spreads/sample from representative iPS cell clones of the indicated genotypes.

Representative confocal images of the spreads are shown on the right.
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Supplementary Figure 3. Functional characterisation of wild type and Gdap1-

null iPS cell clones
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(A) Representative iPS cell clones of the indicated genotypes were subjected to
Embryoid Body (EB) differentiation and photographed 7 days after (top panels).
Scale bar, 500 um. EBs were then seeded and 2 days later cells were subjected to IF
with the indicated antibodies (lower panels). Scale bar, 40 um .

(B-E) Total RNA was extracted from 7 days-old EBs of the indicated genotypes and
the expression of (B) pluripotency, (C) ectoderm, (D) mesoderm or (E) endoderm
markers was assessed by qPCR and represented as relative gene expression

normalised to undifferentiated ES cells. Data are represented as mean * s.e.m. (n =

3).
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Supplementary Figure 4. Comparative analysis of OSKM-induced genes and

#1 #2 #B # #2 #
Gdap1-null Wild type

DNA damage marker staining.

(A) Heat maps showing the relative expression of OSKM-regulated genes34 in
Gdap1-null or wild type MEFs expressing the OSKM factors for 4 days.

(B) Wild type or Gdapl-null MEFs were transduced with OSKM viruses for four
days, processed for IF with anti-yH2AX or -p53BP1 antibodies and analysed by
High-Content microscopy. Representative pictures of the indicated stainings are
shown. Hoechst (blue) was used as a nuclear counterstaining. Scale bar, 120 um.
Quantification of the data is displayed in the main text as Figure 5e (n = 3,

differences were non-significant).
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SUPPLEMENTARY TABLES

Prieto et al., Supplementary Table 1
Supplementary Table 1 (Excel file). Microarray data analysis
Microarray data analysis showing the differentially expressing genes (DEGs), Gene
Ontotology categories, GenMAPP pathways and the relative expression of the

OSKM-regulated genes in our settings34.
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Antigen Host Company Reference | Dilution and applications
Alpha-fetoprotein Rabbit | R&D Systems MAB1368 1:100 (IF)
a-Tubulin Mouse | SCBT sc-32293 1:5000 (WB)
BIII-Tubulin (Tuj1) Rabbit | Covance MRB-435P 1:1000 (IF)
Drp1l Rabbit | CST #8570 1:1000 (WB)
p-Drp1 (Ser616) Rabbit | CST #3455 1:1000 (WB)
Mfn2 Rabbit | Sigma-Aldrich AV42420 1:1000 (WB)
Nanog Rabbit | Cosmo Bio Co. RCABOO0O1P | 1:100 (IF); 1:1000 (WB)
Oct4 Mouse | SCBT sc-5279 1:50 (IF)
Opal Mouse | BD # 612606 1:1000 (WB)
Smooth Muscle Actin | Mouse | Abcam ab7817 1:100 (IF)
SSEA1 Mouse | SCBT sc-21702 1:10 (IF)
Tom-20 Rabbit | SCBT sc-11415 1:50 (IF)

Supplementary Table 2. Primary antibodies used in this study. SCBT, Santa

Cruz Biotechnology; CST, Cell Signaling Technologies; BD, BD Biosciences; IF,

immunofluorescence; WB, western blot.
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Prieto et al., Supplementary Table 3

Target Host Conjugate | Company | References | Dilution and applications
Mouse IgG Donkey | AF-488 TF A-21202 1:1000 (IF)
Mouse IgG Donkey | AF-555 TF A-31570 1:1000 (IF)
Mouse IgG Donkey | AF-647 TF A-31571 1:1000 (IF)
Mouse IgM | Donkey | AF-555 TF A-21426 1:1000 (IF)
Rabbit IgG Donkey | AF-488 TF A-21206 1:1000 (IF)
Rabbit IgG Donkey | AF-555 TF A-31572 1:1000 (IF)
Rabbit IgG Donkey | AF-647 TF A-31573 1:1000 (IF)
Mouse IgG Goat HRP TF 31432 1:5000 (WB)
Rabbit IgG Goat HRP TF 31460 1:5000 (WB)

Supplementary Table 3. Secondary antibodies used in this study. TF, Thermo

Fisher Scientific; SCBT, Santa Cruz Biotechnologies; AF, AlexaFluor; HRP,

horseradish peroxidase; IF, immunofluorescence; WB, western blot.
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Gene Forward primer (5’ to 3’) Reverse primer (5’ to 3’)
Fis1 TGTCCAAGAGCACGCAATTTG CCTCGCACATACTTTAGAGCCTT
Gapdh GCACAGTCAAGGCCGAGAAT GCCTTCTCCATGGTGGTGAA
Gdap1 TCCTTCAGCTCTCAAAAGGTGC GCGCATAAACCAAGGCTCATT
Mff ATGCCAGTGTGATAATGCAAGT CTCGGCTCTCTTCGCTTTG
Mid49 AGCCCACGCCCATTCATTC TGGAGCCCGTCGTAGAGAG
Mid51 GGTGAGCGCAAAGGGAAGA AATGCCCAACATAGCTGCTCC
Mfn2 TGACCTGAATTGTGACAAGCTG AGACTGACTGCCGTATCTGGT
Opal ACAGCAAATTCAAGAGCACGA TTGCGCTTCTGTTGGGCAT

Supplementary Table 4. Sequences of the primers used in this study (qPCR).
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