VNIVERSITAT
B GVALENCIA

TESIS DOCTORAL

NUEVA ESTRATEGIA PARA LA DERIVACION DE HEPATOCITOS
FUNCIONALES DE MUJERES AFECTAS DE DEFICIENCIA DE
ORNITINA TRANSCARBAMILASA

Ramoén Santamaria Peiteado
Directores: Dr. Roque Bort Marti. Dra. Laia Tolosa Pardo
Tutor: Dr. Ramiro Jover Atienza

PROGRAMA DE DOCTORADO: BIOMEDICINA Y BIOTECNOLOGIA.
DEPARTAMENTO DE BIOQUfMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR.
UNIVERSIDAD DE VALENCIA.

15 de enero de 2021



Identificador de la solicitud: UV-DOC_TES16-1547633

Codigo de verificacion:
Fechay hora: 15/01/2021 21:44:44 7FT5MSCRBNAHB8A60
NUm. registro: 5914



La investigaciéon que se expone a continuacién ha sido llevada a
cabo en el grupo de Hepatologia experimental y trasplante
hepatico situado en el Instituto de investigaciéon sanitaria La Fé
(IIS La Fe) en Valencia, Espafia, asociado a la Universidad de
Valencia; y en el Genome Institute of Singapore, en el parque

cientifico y tecnolégico Biopolis en Singapur.
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ABREVIATURAS

ALB: Albimina
BSA: Albumina sérica Bovina
B-GAL: Beta-galactosidasa

CDKN1A: Ciclina
dependiente de Kinasa 1 A
CDKN2A: Ciclina

dependiente de Kinasa 2 A
CMA: Células madre adultas

CME: Células madre
embrionarias

CMH: Células madre
hematopoyéticas

CMM: Células madre
mesenquimales

DMSO: Dimetilsulféxido
DNA: Acido
desoxirribonucleico

DOTC: Deficiencia en OTC
EGF: Factor de crecimiento
epidérmico humano

eGFP: Proteina fluorescente
verde

FA: Fenil-alanina-d5

FBS: Suero bovino fetal

FT: Factores de transcripcion
FOXA3: Forkhead box A3
HDF: Fibroblastos humanos
de la dermis

HDFLT; Fibroblastos
humanos de la dermis
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inmortalizados con el
antigeno T del virus SV40
HDVVC: Hemodialisis veno-
venosa continua

HNF1A: Factor de
transcripcion nuclear
hepatico 1 homeobox A
HNF4A: Factor de
transcripciéon
hepatico 4 alfa
HVVC: hemofiltracién veno-
venosa continua

nuclear

ICG: verde de indocianina
iHEP: Hepatocitos inducidos
o hepatocyte-like cells

iHEPLT: Hepatocitos
inducidos o hepatocyte-like
cells inmortalizados con el
antigeno T del virus SV40
ITS: Insulina transferrina
selenio.

iPSC: Células pluripotentes
inducidas

KDa: Kilo Dalton

MCI: Masa celular interna
mi-RNA: micro RNA

NAG: N-acetil glutamato
NAGS: N-acetil glutamato
sintasa



OTC: Ornitina
transcarbamilasa

PRC1: Complejo proteico
represivo poly comb 1

PRC2: Complejo proteico
represivo poly comb 2

RNA: Acido ribonucleico
TCU: Trastornos del ciclo de
la urea

TGFa: Factor de crecimiento
transformante alfa humano
TSIX: Transcrito antisentido
de inactivacion del
cromosoma X
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UPLC-MSMS: Cromatografia
liquida masas masas

UTR: Regidn no traducida de
RNA

WT: Wild-type, silvestre

Xm: Cromosoma X materno
Xp: Cromosoma X paterno
X-GAL:
indolil-B-D-galactopirandsido
XIC: Centro de inactivacion
del cromosoma X

XIST: Transcrito especifico
de inactivacién del
cromosoma X

5-bromo-4-cloro-
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Historia de la DOTC

La primera vez que se inform6 en referencia a la deficiencia de
ornitina transcarbamilasa (DOTC) fue en 1962, en un articulo
publicado en la revista Lancet. En esta publicacion, A. Russell et al.
estudiaron un caso de hiperamonemia crénica en dos nifias.

La similitud sintomatolégica hizo pensar a los investigadores en
un posible origen genético del trastorno, siendo la acumulacién de
amonio una consecuencia de algin defecto en el ciclo de la urea.
Para comprobarlo recogieron una biopsia de una de las nifias y
utilizaron higado humano sano como control para la realizaciéon
de los experimentos. Los resultados que obtuvieron fueron que la
concentracion de carbamoil fosfato sintasa 1 (CPS1) estaba dentro
de los valores normales. Sin embargo, la concentraciéon de OTC
habia descendido cerca de un 90%?! .

Durante los afios siguientes, se identific6 este trastorno también
en hombres asociado a una mayor letalidad durante el periodo
neonatal. Se estableci6 entonces que era una enfermedad ligada al
sexo. En mujeres el trastorno se presentaba en heterocigosis y no
resultaba ser tan letal ni de aparicién tan tempranaZ2. La razén de
esta diferencia entre hombres y mujeres se determiné y valido
posteriormente mediante un estudio ligado al cromosoma X3. A
continuacién se describen los aspectos mas relevantes referentes
ala DOTC.
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11 EL CICLO DE LA UREA

La formaciéon de urea a partir de amonio, es el mecanismo que
poseen los organismos ureotélicos, entre ellos el ser humano, para
desprenderse del exceso de amonio generado durante el
metabolismo de los nutrientes nitrogenados (fundamentalmente
aminoacidos). El ciclo fue descrito por primera vez en 1932, por
Hans Adolf Krebs y Kurt Henseleit 4 El amonio que se produce
como consecuencia del metabolismo celular, es toxico en
concentraciones muy bajas, por lo que su adecuada regulacion y
eliminacién es de notable relevancia >.

Los hepatocitos, y en particular los periportales, son en exclusiva
las células que realizan el ciclo de la urea, teniendo por tanto la
capacidad de producir urea a partir de amonio. El ciclo de la urea
tiene lugar entre la matriz mitocondrial y el citosol. En el ciclo de
la urea intervienen 4 enzimas de manera ciclica, ademas de dos
enzimas adicionales responsables de producir el sustrato de la
reaccion inicial del ciclo. El balance global se puede resumir en la
siguiente ecuacion:

NH3s + CO2 + Aspartato + 3ATP + 3H20 ----------- UREA +Fumarato
+ 2Pi + PPi + 2ADP + AMP
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// Acetyl-CoA + Glutamate

NH," +Hco, + 2 ATP

lé—— N-acetylglutamate

R AR

Aspartate = Citrin ==§»Aspartate
Nre——

Carbamyl Citrulline
Phosphate
OoTC
Ornithine
} Mitocondria *
- lORNTl J = Argininosuccinate
Citosol
Ormthme -
ARG
Urea Arginine Fumarate

Figura I1. El ciclo de la urea. Se realiza exclusivamente en los hepatocitos. En
cada ciclo, se forma una molécula de urea, portadora de dos amonios, que sera
eliminada por la orina. NAGS: N-acetil glutamato sintasa. CPS1: Carbamoil
fosfato sintasa 1. OTC: Ornitina transcarbamilasa. ASS1: Argininosuccinato
sintasa 1. ASL: Argininosuccinato liasa. ARG: Arginasa. ORNT1: proteina
translocadora de ornitina y citrulina. CITRIN: transportador/intercambiador
de glutamato por aspartato.

De forma simplificada, cada ciclo convierte dos moléculas de
amonio en una molécula de urea. El primer amonio procede
directamente del metabolismo de nutrientes nitrogenados,
mientras que el segundo amonio lo proporciona el aspartato®.

Dentro de la mitocondria el enzima carbamoil fosfato sintasa I
(CPS1), en presencia de N-acetil glutamato como co-activador
alostérico, amonio, bicarbonato y ATP, sintetizan carbamoil
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fosfato. Esta molécula, portadora de un amonio, junto con la
ornitina son utilizados como sustratos para la formacién de
citrulina por accién del enzima OTC (Figura I1). La citrulina es
transportada de nuevo al citosol donde el enzima
argininosuccinato sintasa (ASS) junto al aspartato sintetizaran
arginino-succinato. Posteriormente, el arginino succinato sera
hidrolizado por el enzima arginino-succinato liasa (ASL), dando
una molécula de fumarato y otra de arginina. El fumarato seguira
otras rutas metabolicas como la gluconeogénesis, mientras que la
arginina sera utilizada como sustrato por la arginasa (ARG), dando
como productos una molécula de ornitina y una molécula de
urea®8. La ornitina, es transportada al interior de la matriz
mitocondrial por la proteina translocadora ORNT1 completandose
el ciclo.

| 1.2 REGULACION DEL CICLO

La sintesis de urea esta regulada principalmente por dos factores:
la ingesta de alimentos y las concentraciones de las enzimas del
ciclo de la urea. Schimke observé que el contenido de todas las
enzimas del ciclo de la urea en el higado era directamente
proporcional al consumo diario de proteinas. Por tanto, se puso de
manifiesto la importancia de la actividad enzimatica y la ingesta
de alimentos en la regulacion del ciclo®.

El otro factor regulador del ciclo son las concentraciones de N-
acetilglutamato (NAG) y ornitina. Para el inicio del ciclo debe
haber una activacién de CPS1 seguida de la sintesis de carbamoil
fosfato. La concentracion de NAG tiene una importancia
primordial en su activacién, actuando como activador alostérico.
CPS1 se activa cuando la concentracién intracelular de NAG es
alta, provocando un aumento del metabolismo del amonio,
mientras que cuando la concentracién de NAG es baja CPS1 esta
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menos activa, disminuyendo asi la sintesis de urea. El papel
regulador de NAG se evidencid en el estudio de un paciente con
hiperamonemia causada por ausencia de actividad de la N-acetil-
L-glutamato sintasa (NAGS)1011, En el higado de ratas sometidas a
transiciones dietéticas con alimento de alto a bajo porcentaje en
proteinas, las concentraciones de ornitina y NAG cambiaron
significativamente, ademas de hacerlo antes que la actividad de
las enzimas del ciclo de la urea. Se cree que la arginina derivada de
las proteinas de la dieta es la principal fuente de ornitina y
también la causa de los cambios en el NAG!2. Sin embargo, otros
factores deben estar involucrados en la regulacion de la
concentracion de ornitina, ya que las concentraciones de ornitina
y NAG aumentan después de una inyeccién intraperitoneal de
cloruro de amonio, sin alterar el aporte de arginina o proteinas?3.

I 2 EL ENZIMA ORNITINA TRANSCARBAMILASA (0OTC)

La ornitina transcarbamilasa (OTC; EC 2.1.3.3), es una de las 5
enzimas que intervienen en el ciclo de la urea. El enzima hace uso
de carbamoil fosfato y ornitina para formar citrulina. El gen que la
codifica se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xp21.1)14.
Se compone de un total de 10 exones y 9 intrones, teniendo una
longitud total de 73 kilobases y un marco lectura abierto de 1.062
nucleotidos. Codifica una proteina de 354 aminoacidos de
longitud, con un peso molecular de 39.9 Kilo Dalton (KDa)1>16, Se
trata de un enzima homotrimérico que en mamiferos se localiza
en la matriz mitocondrial, y su expresion se produce en el higado,
aunque también podemos localizarla en las células glandulares del
tracto gastro-intestinal (duodeno, intestino delgado y colon)
(www.proteinatlas.org). En el higado, esta implicada en la
conversion de amonio en urea, mientras que en la mucosa
intestinal interviene en la sintesis de argininal?.
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I 3 DEFICIENCIA EN OTC. ASPECTOS GENERALES.

La deficiencia en OTC (DOTC) es una enfermedad ligada al sexo
que se incluye dentro de un grupo de enfermedades denominadas
trastornos del ciclo de la urea (TCU). Es el trastorno metabélico
que se produce con mayor frecuencial8, cuyo resultado es la
acumulacion de amonio en la sangre debido a que no puede ser
excretado en forma de ureal’. Concentraciones superiores a 100
umol/L producen dafios importantes en el sistema nervioso,
pudiendo llegar a causar la muerte del individuo 1°. El trastorno
puede manifestarse de dos maneras, de forma temprana en el
periodo neonatal, o bien de forma tardia.

I13.1 ETIOLOGIA:

La causa que subyace a la DOTC es la aparicién de mutaciones en
el gen que codifica el enzima OTC localizado en el cromosoma X.
Como resultado no se produce la sintesis de citrulina a partir de
carbamoil fosfato y ornitina. Estas mutaciones pueden ser
heredadas o bien pueden producirse de novo2?. La pérdida total
de actividad esta asociada con la manifestacion temprana y de
forma grave del trastorno, en el periodo neonatal. Por el contrario,
la aparicién tardia del trastorno se asocia a una mutacién que
causa una reduccién mas o menos leve de la actividad enzimatica.
Sus fenotipos son diversos, pudiendo ser desde asintomaticos
hasta muy severos?!. Hasta la actualidad se han descrito mas de
400 mutaciones en el gen de la OTC. La mayoria consisten en la
sustitucién de una sola base, que como consecuencia causan
mutaciones sin sentido. En menor proporcién se producen
pequeiias deleciones o inserciones, deleciones de mayor tamafio o
reordenamientos de mayor complejidad17.22,
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13.2 EPIDEMIOLOGIA

Debido a su baja frecuencia, la DOTC es una enfermedad
catalogada como “rara”. Del total de TCU diagnosticados, mas del
60% son causados por mutaciones en el gen de la OTC, siendo éste
el mas comun?3. La prevalencia mundial del trastorno se estima
que es de 1:63.000 habitantes?4. Debido a las complicaciones para
hacer un diagnoéstico temprano en este tipo trastornos, como la
sintomatologia inespecifica derivada de los episodios de
hiperamonemia, no todos los casos de DOTC se detectan en el
periodo neonatal, y muchos no llegan a diagnosticarse. Por esta
razon, es plausible que la prevalencia sea mayor, estimandose de
1-9/100.000 habitantes?2>.

1 3.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

La consecuencia directa de no poder producir urea es la
acumulacion del amonio circulante en el organismo, que
finalmente acaba produciendo episodios de hiperamonemia con
diferentes grados de severidad. En cualquier caso se ve afectado el
sistema nervioso central causando encefalopatias, llegando
incluso a la muerte en los casos mas severos?627, Cabe destacar
que los pacientes con DOTC no sufren ninguna enfermedad
hepatica. Los hepatocitos que conforman sus higados cumplen con
el resto de sus funciones y su morfologia es la de un hepatocito
sano. Ademas la estructura hepatica no se ve deteriorada por la
pérdida de actividad OTC. Sin embargo los efectos causados por la
hiperamonemia en ocasiones son similares a los observados en
pacientes con insuficiencia hepatica?’.

La manifestaciéon temprana, en el periodo neonatal, se asocia con
la forma severa de la enfermedad. Ademas, el hecho de
presentarse en individuos recién nacidos, los cuales no tienen un
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higado completamente maduro, puede acentuar el dafio
producido?8. Campbell et al. fueron los primeros en informar
sobre episodios de hiperamonemia letal neonatal debida a la
pérdida total de actividad OTC. Sugirieron que la mutacién en el
gen que codifica la enzima puede conducir a una deficiencia
parcial en hembras heterocigotas y a una deficiencia completa en
machos hemicigotos29:30.

Los sintomas y signos clinicos que presentan los pacientes que
sufren este trastorno son muy variables e inespecificos. Este
hecho dificulta un diagndstico temprano o precoz. Tal y como esta
descrito en OMIM.org (#311250) y en numerosas publicaciones,
los sintomas mas comunes estan asociados a la toxicidad del
amonio a nivel neurolégico. Los pacientes con DOTC en el periodo
neonatal pueden sufrir episodios de letargo y ataxia. Las
convulsiones, retraso en el desarrollo o el retraso mental son los
signos mas frecuentes. En los casos mas severos o durante
episodios agudos de hiperamonemia puede producirse edema
cerebral e incluso llegar al coma, llegdndose a producir la muerte
si no se aplica un tratamiento rapido y eficaz. Los signos
digestivos mas habituales son vdmitos, dolores intestinales y
diarreas8243132,

Cuando la manifestacion del trastorno es tardia, el cuadro
sintomatoloégico es similar aunque con grados de severidad muy
variables entre pacientes. Se han registrado casos de pacientes
adultos ingresados de urgencia con convulsiones, ataxia y
vOmitos33, desorientacidn y alteraciones en el estado mental31.34, y
en los peores casos edemas cerebrales e incluso pacientes en
coma que pueden derivar en la muerte35. También es comuin un
retraso en el aprendizaje y dificultad en el lenguaje y las
habilidades motoras3®. También se han registrado casos de
cambios en el comportamiento de los individuos y sintomas

menos frecuentes como la pérdida de la regulacion corporal ,
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fiebre o falta de apetito24. Por ultimo, mencionar que individuos
distintos con una manifestacién tardia del trastorno, pueden
presentar cuadros sintomatoldgicos diferentes teniendo el mismo
genotipo mutante, tal y como se demostré en una familia con
diferentes miembros afectos por DOTC37:38,

13.4 DIAGNOSTICO DE LA DOTC

En la actualidad hay disponibles una serie de guias cuyo objetivo
es el facilitar el diagnostico precoz y la toma de decisiones,
proporcionando una base para discutir las opciones de
diagnoéstico y terapia3?. El enfoque de un paciente que se
considera que tiene algun tipo de TCU debe incluir una evaluacion
neurolégica completa, informacién de los antecedentes familiares
y las caracteristicas clinicas clave, como cambios de
comportamiento y sintomas gastrointestinales0. Las pruebas y los
andlisis que se pueden llevar a cabo para encontrar el origen de la
encefalopatia son muy numerosos. En cualquier caso y ante todo
se deben evaluar los niveles de amonio presentes en la sangre. Los
niveles normales de amonio, establecidos por la asociaciéon de
bioquimica clinica britanica segin la edad, son los que se
muestran en la siguiente tabla.

Edades Amonio en sangre
Neonatos prematuros <150 pmol/L
Neonatos recién nacidos <100 pmol/L
Nifios periodo infantil <40 pmol/L
Adolescentes y adultos 11-32 pmol/L

Tabla I1: Niveles de amonio circulante en sangre establecidos por la asociacién
de bioquimica clinica britanica.
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Por otro lado, se debe sospechar inmediatamente de un TCU
cuando se produce una encefalopatia particularmente en el
periodo neonatal. Una vez evaluado el cuadro de sintomas y
signos, y analizado los niveles de amonio, si éstos estan
aumentados en sangre se procede a realizar un diagndstico
diferencial descrito en las figuras que se presentan a
continuacion939-41 (Figura 12).

Paso 1

Sintomatologia inespecifica:
Vémitos, nauseas, alteracién en la termorregulacién corporal

v

NH en sangre > 120 umol/L (neonatos)

3 | ensangre > 60 pmol/L (nifios, adolescentes, adultos)
Diferencia anidnica y Aumento de la Diferencia anidnica
glicemia normal o hipoglucemia
Paso 2: Diagnéstico para Trastornos en el metabolismo de dcidos
trastornos de ciclo de la organicos y/o acidos grasos
urea
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Paso 2

Andlisis de aminoacidos en sangre | === 'ﬁ Arginina — ARGD

‘ v

. . Acido orético en
A\Citrulina WArginina y citrulina ——>A

orina

v v ‘1’

Argininosuccinato en

. Acido ordtico normal en orina
orina
1 OTCD

Aumento Descenso \L
i 1' CPSD o NAGSD
| ASLD | | ASSD |

Figura 12: Algoritmo propuesto para el diagnéstico diferencial de
hiperamonemia neonatal. Pasos a seguir para el diagnoéstico de los diferentes
TCU.

Una vez realizado el diagnédstico diferencial comprobando los
niveles de ciertos metabolitos clave, se realiza un estudio genético
y un estudio familiar final en busca de posibles mutaciones. El
DNA es el material genético utilizado habitualmente, aunque para
la DOTC se recomienda el andlisis del RNA procedente de una
biopsia hepatica, ya que en la sangre podemos obtener falsos
negativos4243,

Actualmente también se realizan anadlisis prenatales cuando
alguno de los progenitores tiene diagnosticada DOTC#*. Estas
pruebas son de un gran interés debido a la severidad y letalidad
del trastorno en el periodo neonatal, por lo que el correcto
tratamiento desde el nacimiento es muy recomendable para evitar
los problemas neurolégicos derivados de la hiperamonemia%>.
Para el caso de la DOTC, las muestras aisladas preferiblemente y
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analizadas antes del parto son muestras de vellosidades
corionicas y células del liquido amniotico#446,

13.5 TRATAMIENTO DE LA DOTC

El diagnostico y el tratamiento son primordiales para reducir el
riesgo de dafio cerebral, que en muchas ocasiones se vuelve
irreversible si las concentraciones de amonio no descienden en un
periodo de tiempo corto. De hecho, el periodo de tiempo que el
paciente permanece con edema cerebral4’ o en estado de coma
con altas concentraciones de amoniaco en sangre, son los factores
principales que determinan las secuelas neurolégicas futuras.

Los pacientes sospechosos de padecer DOTC deben ser
trasladados rapidamente a centros con UCI pediatrica. Los
medicamentos y protocolos de actuacion establecidos deben estar
siempre disponibles y ser de facil acceso por el personal sanitario.

Son varios los tratamientos que se pueden utilizar con el fin de
paliar/evitar los episodios de hiperamonemia causados por la
DOTC. Su eleccién varia en funcién del paciente y la severidad del
trastorno. No obstante, todos ellos estan disefiados para producir
un descenso de la concentracidon de amonio circulante y proteger
al cerebro de su toxicidad. No hay un umbral determinado para
hacer un prondstico y evaluar cual es el tratamiento mas
adecuado, por lo que lo mas plausible es una correccién
contundente de los niveles de amonio en sangre, sea cual sea el
tratamiento a utilizar.
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I 3.5.1 Tratamientos dietéticos

El primer paliativo utilizado frente la hiperamonemia es un
cambio y control adecuado en la dieta del paciente*8. En primer
lugar, se elimina la ingesta de proteinas durante las 48 horas
siguientes a su ingreso#?>0, También se administra glucosa
intravenosa para promover el anabolismo®!, manteniendo un
control de la glucemia. Si el tratamiento resulta efectivo, se puede
retomar la ingesta de proteinas de una forma controlada,
monitorizando de nuevo los niveles de amonio circulante y
siempre y cuando se mantengan dentro de los valores normales?®.
Por otro lado, también se administra arginina>2 y/o citrulina via
intravenosa, promoviendo la secrecion y excreciéon de amonio a
través del ciclo de la urea394953, Para el caso de DOTC, es mas
adecuado el uso de citrulina*! por ser el metabolito intermedio y
precursor de la arginina, que no se puede generar en el ciclo de la
urea como consecuencia de la inactividad del enzima OTC.5*

Cabe destacar que los pacientes con sintomas como nauseas o
vOmitos necesitan una alimentacién por via parenteral, siendo
recomendable cambiar a la via enteral con la mayor brevedad
posible.

I13.5.2 Uso de farmacos “scavengers”

Cuando los tratamientos dietéticos no son eficaces o bien el
cuadro hiperamonémico es muy severo, se procede a hacer uso de
una serie de farmacos. Los diferentes compuestos administrados
al paciente estan encargados de eliminar el amonio por vias
alternativas al ciclo de la urea (Figura I3). Estas moléculas son el
benzoato sddico, fenilacetato sddico, fenilbutirato sdodico4155.
Cuando se administran via intravenosa, reaccionan con el amonio
circulante metabolizdndolo por una ruta alternativa. El
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fenilacetato sddico5¢ y/o fenilbutirato sédico>” reaccionan con la
glutamina, y dan como producto moléculas de fenil-acetil
glutamina. Ademas de los dos farmacos anteriormente citados, el
benzoato sédico también puede ser administrado via intravenosa,
solo o de forma simultanea a los anteriores. Este compuesto
reacciona con la glicina para producir benzoil glicina®8. En
definitiva todos estos compuestos reaccionan con el amonio
circulante, secuestrandolo y generando metabolitos que si pueden
ser eliminados por la orina.

Amino acids
Sodium benzoate
Nitrogen part \
Glycine N
Glutamine 7
Phenylbutyrate
Glutamate / Phemiacetad
Acetyl CoA El enylaceate
! NH, OO
+ ATP
N-Acetylglutamate . H,0
Carglumic acid _”

Carbamoyl phosphate

/ Aspartate

Citrulline Omithine

Urea

Arginosuccinate EI Arginine
Urine

Uea Orotic  Phenylacetyl- Benzoyl
acid glutamine  glycine

Figura 13: Esquema de los diferentes farmacos utilizados y su
funcionamiento como secuestradores de amonio. Imagen extraida de!°.
Secuestradores de amonio: Sodium Benzoate (Benzoato sédico) genera
benzoil glicina; phenylbutyrate (fenilbutirato) y phenylacetate (fenilacetato)
generan fenilacetil-glutamina; Aspartate (aspartato) genera &cido oroético.
Todos los compuestos generados pueden ser eliminados por la orina.
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Hay que mencionar que los tratamientos citados hasta el
momento estan diseflados para tratamientos puntuales y
relativamente cortos de los posibles efectos causados por la
hiperamonemia. No obstante, los tratamientos a largo plazo tanto
en la edad adulta como en el periodo neonatal no presentan
muchas diferencias respecto a los de corto plazo, utilizdndose los
mismos farmacos anteriormente mencionados#t. En relacion al
tratamiento dietético, hay consenso en una reduccion de la ingesta
de proteinas de manera general, volviéndose obligatoria para
individuos con vida sedentaria. En la dieta también se incluyen
vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales.>?.

I 3.5.3 Didlisis

Es el tratamiento mas rapido y eficaz para disminuir
drasticamente las concentraciones de amonio circulante. Es
importante sobre todo cuando aun no hay un diagnéstico claro y
los niveles de amonio son lo suficientemente elevados como para
causar una encefalopatia aguda grave. Se ha establecido el uso
inmediato de didlisis cuando los niveles de amonio superan los
500 pmol/L, asi como cuando no hay respuesta al uso de farmacos
o los niveles de amonio permanecen elevados pasadas pocas
horas con tratamientos farmacolégicos®%.61.

Se han publicado estudios en los cuales, pacientes adultos
tratados con hemodialisis convencional tenia una tasa de
reduccion de amonio en 4 horas significativamente mas rapida
que la tasa obtenida mediante hemofiltracién veno-venosa
continua (HVVC)%263, Por lo tanto, la hemodidlisis es el método
mas eficaz para disminuir rapidamente el nivel de amonio, siendo
el método elegido en caso de tener un paciente con un alto nivel
de amonio en adultos.
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En los recién nacidos, las frecuentes complicaciones relacionadas
con la hemodialisis pueden dificultar la eliminacién del amonio®4.
La hemodialisis veno-venosa continua (HDVVC) o la HVVC son
mejor toleradas por los pacientes pediatricos, proporcionando
una extraccion continua con una excelente depuraciéon de amonio.
Es por ello que se puede considerar como la terapia de primera
linea en los lactantes pequefios con cuadros agudos de
hiperamonemia®>6¢, Independientemente del método de didlisis
elegido, siempre deben ir acompafnados del apoyo nutricional
adecuado®’.

I 3.5.4 Nuevas terapias paliativas
Carbén activado:

Hay estudios que demuestran que las microparticulas de carbén
activado influyen en el tracto digestivo y en la absorcion de los
nutrientes de animales y humanos. Las microparticulas
disminuyen la absorcidn intestinal de amoniaco procedente de los
alimentos, consiguiendo de esta manera no aumentar la
concentracion de amoniaco en sangre como consecuencia de la
ingesta de alimentos>>.

Hipotermia:

Varios investigadores han estudiado el efecto de la hipotermia en
la regulacion de los niveles de amonio®8. Jalan et al. estudiaron la
influencia de la hipotermia leve en pacientes adultos con
hiperamonemia. Sus resultados revelan que los pacientes
sometidos durante 4 horas a un descenso de 172C de su
temperatura corporal, habian reducido su concentraciéon de
amonio en sangre un 30%, mientras que la reducciéon en el
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cerebro fue de un 66% al compararlos con individuos que no
fueron sometidos a periodos de hipotermia®°79,

Por otro lado, en una pequeia cohorte de 14 nifios con TCU,
Lichter-Konecki et al. informaron de una reduccién de los niveles
de amonio en sangre mas rapida en pacientes tratados con HDVVC
y mantenidos en hipotermia que en pacientes tratados
Unicamente con HDVVC71,

I 3.5.5 Trasplante hepatico: Problemas derivados.

Cuando los tratamientos anteriores no son efectivos, asi como
cuando se producen episodios cronicos y severos de
hiperamonemia, la alternativa es el trasplante hepatico. El
trasplante proporciona la expresion de OTC, pudiendo eliminar
amonio en pacientes trasplantados con deficiencia en este enzima.
Ademas, permite volver a la dieta normal sin la necesidad de
continuar con la toma de fairmacos de captacién de amonio’2, Por
tanto, un trasplante ofrece a los pacientes con TCU con afeccién
grave una alternativa al tratamiento médico crénico para la DOTC,
manteniendo o mejorando su calidad de vida’3-7¢, aunque no va a
revertir el dafio neurolégico generado con anterioridad.””78
Gracias al seguimiento de los pacientes con TCU trasplantados se
ha comprobado que la tasa de supervivencia es directamente
proporcional a la edad en el momento del trasplante, siendo del
99% en nifios a partir de 2 afios’?. El desafio actual es extender el
tiempo de supervivencia del aloinjerto y al mismo tiempo reducir
los efectos negativos derivados del trasplante.

Aunque a priori resulte un tratamiento curativo, un trasplante
siempre conlleva complicaciones. Los pacientes deben someterse
a terapia inmunosupresora de por vida, con los consiguientes
efectos adversos que conlleva®%8l, Los efectos mas habituales
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ligados al tratamiento inmunosupresor son la adquisicién de otras
patologias, habiéndose registrado enfermedades renales y
cardiovasculares, diabetes, infecciones virales derivadas de la
intervencion, trastornos autoinmunes, retrasos en el crecimiento
o neoplasias como las mas frecuentes81-83,

Como mencionabamos con anterioridad, la edad del paciente es
un factor importante para la realizacion del trasplante, siendo
desaconsejable en nifios menores de 3 meses o con un peso
inferior a 5 kg84. Esto es debido a la alta probabilidad de aparicién
de complicaciones durante la intervencidn, asi como a la baja tasa
de supervivencia post trasplante que presenta esta poblacién. Los
pacientes que ingresan con hiperamonemia aguda suelen ser
neonatos que no alcanzan el peso o la edad minima, haciendo que
el trasplante no sea la solucién mas adecuada por el momento8s.

14 INACTIVACION DEL CROMOSOMA X

La inactivacion del cromosoma X es un proceso fundamental que
tiene lugar en las hembras de mamiferos terios (placentarios y
marsupiales). Su objetivo es compensar el desequilibrio que hay
en la dosis de genes del cromosoma X en los distintos sexos, i.e. las
hembras duplicarian la expresion de los genes del cromosoma X
en comparacion con los machos. Para solucionarlo las hembras
inactivan uno de los cromosomas X, igualando asi la expresion de
genes en ambos sexos8087, Este sistema de compensacion de dosis
es conocido como inactivacion del cromosoma X y lo propuso por
primera vez en 1961 Mary F. Lyon®8. En la figura 14 se muestran
los principales descubrimientos referentes al proceso de
inactivacién del cromosoma X.

El proceso de inactivacion implica varios pasos: Un recuento
inicial del nimero de cromosomas X por cada conjunto de
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autosomas en cada célula hembra. La seleccién del cromosoma X
que se va a silenciar, el paterno o materno (Xp o Xm). El inicio de la
inactivacién, al que le siguen una serie de modificaciones
epigenéticas necesarias para llevar a cabo la inactivacion. Y
finalmente debe haber un mantenimiento de la inactivacién, de
manera que las células mantengan el mismo estado de

inactivacion a lo largo de su expansion clonal®?.

2011
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La proteina YY1 actlia como factor de anclaje de Xist al cromosomaX inactivo.

Identificacion de Jpx y su funcion como activador de Xist.

Relacion con los factores de pluripotencia la expresion de Xist.

Reactivacion del cromosoma X en la masa celular interna en ratones.

Descripcion de la pre-inactivacion de los cromosomas paternos.

Descripcion de Tsix.

Descripcion de Xist.

Descripcionde Xic y su funcion en el proceso de inactivacion.

Identificacion de un elemento de control que induce un sesgo en la elecciondel X inactivo.

Proposicion de que la inactivacion se propaga desde un lugar unico ,el centro de inactivacion del
cromosoma X, (XIC).

Lyon M.F propuso que la expresion de determinados genes presentes en el cromosomaX
controlaban el color del pelo en ratones.

Figura I4: Cronograma de los principales hallazgos referentes al proceso de
inactivacion del cromosoma X8890-99,
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| 4.1 MECANISMO Y REGULACION

El inicio de la inactivacién sucede en un locus del cromosoma X
denominado centro de inactivaciéon del cromosoma X (XIC). En
esta region del cromosoma se producen numerosos RNA no
codificantes, de los cuales uno de ellos es el iniciador de la
inactivacién, llamado transcrito especifico de inactivacién del
cromosoma X (XIST). Se identific6 por primera mediante
experimentos de hibridacién con sondas de cDNA humano, las
cuales solo sucedian en muestras procedentes de hembras,
localizandose en el XIC93100, Poco tiempo después se descubrid
que el RNA de XIST recubre fisicamente el cromosoma X
inactivol01,

Cuando el RNA no codificante de XIST se ancla y recubre el
cromosoma X a inactivar, dispara una cascada de modificaciones
epigenéticas resultando en la formaciéon de heterocromatina.
(Figura 15 arriba). Estas modificaciones incluyen las
modificaciones de histonas, la metilacién del DNA y el traslado del
cromosoma X inactivo a la periferia nuclear!92, Hay estudios que
han sugerido que actia mediante la accién de complejos proteicos
con el fin de modificar la estructura de la cromatina, excluyendo a
la maquinaria transcripcional y alterando de este modo la
expresion génical03,

Las proteinas forman dos complejos, el complejo represivo
Polycomb 1 (PRC1) y Polycomb 2 (PRC2), los responsables de las
modificaciones de histonas en el cromosoma X inactivo,
produciendo la ubiquitinacion de lisina 119 en la histona H2A
(H2A-K119ub) y la trimetilacién de la histona H3 lisina 27 (H3-
K27me3)104105, Una vez finalizados los procesos de modificacién
de histonas, se produce una hipermetilacion en multitud de
promotores en el cromosoma recubierto por el RNA de XIST. Es un
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evento tardio dentro de todo el proceso, pero es crucial para el
mantenimiento de la inactivacion106,

XIC es un nicho de RNA no codificantes en el que se localizan otros
transcritos con funciones reguladoras ademas de XIST (Figura I5
abajo). También se encuentra el transcrito antisentido conocido
como TSIX, que actia como represor de XIST inhibiendo la
inactivacién del cromosoma X que permanecera activo. Clerc y
Avner observaron que las células XO femeninas cuyo unico
cromosoma X contiene una delecidn 3' de Xist silvestre, inducen
RNA de Xist e inician el silenciamiento del unico cromosoma X
presente. Posteriormente, este hallazgo se validé mediante
pruebas de hibridacién in situ de fluorescencia, concluyendo que
el fragmento 3' de Xist corresponde a su regulador antisentido
Tsix 94,107,

Locus Expresion de Expresién de Modificaciones
XIC Xist Tsix epigenéticas

L |
@
>

Xist Tsix ‘%
| ] | | ] qu/ | ]
RNA
Xist

SISO
|

Xa Xa Xa (Xi) Xa (Xi) Xa Xi

Figura I5: Arriba: Esquema del proceso de inactivacion del cromosoma X.
XIC: Centro de inactivacién del cromosoma X. Xi: Cromosoma X inactivo. Xa:
Cromosoma X activo. Xist: Transcrito especifico de inactivacién del cromosoma
X. Tsix: Transcrito especifico antisentido de inactivaciéon del cromosoma X.
Abajo: Locus del XIC, albergando numerosos RNA no codificantes (sentido y
antisentido) implicados en el proceso de inactivacion.
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Se ha propuesto que Tsix funcione en los procesos de conteo y
eleccion en la inactivacién aleatoria del cromosoma X.
Observaciones en células que albergan grupos anormales de
cromosomas sexuales, como XXY o X0, respaldan esta teorial08.
Sin embargo, otros estudios proponen a Tsix como un mecanismo
que previene de la induccién de Xist y la inactivacion del
cromosoma X activo, pero después de que se haya iniciado la
inactivacién del cromosoma X, excluyendo a Tsix de la eleccién en
la inactivaciéon. Ademas, en este estudio se demuestra por otro
lado, que tampoco participa en el conteo inicial. Por lo tanto,
parece que Tsix no participa en el establecimiento del cromosoma
X inactivo, sino en el mantenimiento aleatorio de la inactivacién
en el desarrollo embrionario09,

Ademas de XIST y TSIX, también existen otros reguladores
transcripcionales localizados en el XIC. Se ha propuesto que Jpx
actia como un activador Xist, siendo necesario para que se lleve a
cabo la inactivacion del cromosoma X. En estudios de
sobreexpresion de Jpx, se comprobé cémo se rescataba la
induccién de Xist en células con el Xist endégeno truncado,
normalizandose los niveles de éste 110, La funcion de RepA
consiste en la interaccion con las proteinas PRC2 antes de la unién
a Xist, por tanto se cree que estd implicado en las modificaciones
epigenéticas de histonas, ayudando a la inactivacion del
cromosoma X111, Por dltimo mencionar que se ha descrito que los
factores de pluripotencia NANOG, SOX2 y OCT4 regulan la
actividad de RepA y Jpx112113,
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I 42 MOMENTO DE LA INACTIVACION Y MOSAICISMO
CELULAR

El proceso de inactivacién del cromosoma X se produce durante la
embriogénesis. Por motivos éticos, estos estudios se han realizado
en ratones, aunque recientemente se estan realizando en
embriones humanos, habiéndose encontrado algunas diferencias
entre ratones y humanos. Las diferencias hacen referencia al
momento en la expresion de los diferentes elementos reguladores
y su mantenimiento durante el proceso de inactivacioni14.

La inactivacién del X, tiene lugar en el embrién de ratén de 2-4
células. Una vez formado el blastocisto, el X, se mantiene inactivo
en el trofoectodermo, pero es reactivado en la masa celular
interna (MCI), las células que conforman el pre-epiblasto que
daran lugar al embrién propiamente dicho. Mas adelante, una vez
reorganizadas las células de la MCI, las células del endodermo
primitivo inactivan de nuevo el Xp por lo que el tejido
extraembrionario incluida la placenta, tiene inactivado el X,
exclusivamente. Con el inicio de la diferenciacion celular se
produce la segunda inactivacién en las células procedentes de la
MCI, pero en esta ocasion la inactivacion sucede al azar, afectando
al X, 0 al Xim. A partir de este momento, el estado de inactivacion se
mantiene estable a lo largo de las sucesivas divisiones celulares
que formaran al embriéon (Figura 16).

MC' Reactivacion del Xp Epiblasto Inactivacion al azar

@ @ @ (Xp 0 Xm)

Endodermo primitivo y tejido
extraembrionario. Xp inactivo

\ )

Xp imprintado

Figura 16: Proceso de inactivacion del cromosoma X durante la
embriogénesis. Reactivacion del cromosoma X paterno previamente
imprintado y posterior inactivacion al azar en el epiblasto del Xm o Xp. Imagen
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extraida de!l>. MCI: Masa celular interna. Xp: Cromosoma X paterno. Xm:
Cromosoma X materno.

Este proceso parece ser distinto en humanos, puesto que en la

placenta se detecta tanto el X, como el Xn, inactivos™™.

Como consecuencia de la herencia clonal del cromosoma X
inactivo al azar en las células somaticas a partir del desarrollo
embrionario, las hembras eutéricas son mosaicos celulares,
portando una mezcla de células que expresan el X, o el Xm. Hay
tejidos en los cuales la proporcion de células que inactivan uno u
otro cromosoma X estan dispersadas de forma homogénea, como
es el caso de las células sanguineas!!®, Sin embargo, durante el
desarrollo embrionario, los 6rganos comienzan a desarrollarse a
partir de islas celulares, generandose asi un mosaico “parcheado”
de inactivaciéon de cromosoma X en lugar de homogéneo, sin haber
una disposicion homogénea en el organismol17. Este mosaicismo
celular es a menudo ventajoso, protegiendo a las portadoras de
mutaciones ligadas al cromosoma X en heterocigosis de las
manifestaciones clinicas graves que se observan en los
hombres!18,  Sin embargo en ocasiones puede ser un
inconveniente, como es el caso en el que las células mutantes
tienen una ventaja proliferativa, provocando que estas mujeres
finalmente manifiesten los sintomas de la enfermedad que hasta
el momento no se habia manifestado11®

14.3 SESGO EN LA INACTIVACION DEL CROMOSOMA X

En un silenciamiento al azar del cromosoma X, se espera que
aproximadamente un 50% de las células expresan el X y un 50%
el Xp. Sin embargo, es posible que el silenciamiento en las células
que conforman un o6rgano este sesgado hacia uno u otro
cromosoma X120, Se considera un silenciamiento sesgado cuando
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el porcentaje es superior al 75% para cualquiera de los alelos y
muy sesgado si es superior al 90%. Las razones por las que se
produce un sesgo en el silenciamiento al azar del cromosoma X,
pueden ser muy variadas y no siempre son conocidas.

En primer lugar, puede ser un proceso puramente estocastico,
produciéndose en mujeres aparentemente sanas20. En segundo
lugar puede ser un sesgo familiar, esto es, heredado. Es probable
que sean el resultado de mutaciones en los reguladores de la
inactivaciéon del cromosoma X 121122, En este caso se produce un
sesgo generalizado en multiples tejidos.

En tercer lugar, se cree que la causa mas comun del sesgo es una
seleccidn negativa o positiva, de tal modo que se favorece o no la
proliferacién de las células que presentan activo el cromosoma X
mutantel?3. Por ultimo, mencionar que algunos estudios
demuestran que gemelas monocigoéticas, presentan diferentes
grados de sesgo en el silenciamiento del cromosoma X124,

I 5 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS: TERAPIA CELULAR Y
MEDICINA REGENERATIVA

La terapia celular describe el proceso de la utilizacion de células
con fines terapéuticos. La mayoria de las terapias son actualmente
experimentales, con algunas excepciones como el trasplante de
células madre hematopoyéticas!?>, trasplante de condrocitos!?6 o
células de la sangre del cordon umbilicall?’. Los diversos tipos de
terapias celulares pueden clasificarse por la indicacion terapéutica
que pretenden abordar, por ejemplo, hepatica, cardiovascular,
endocrina; o bien por si comprenden células extraidas y
administradas al mismo individuo (autélogas) o derivadas de un
donante (alogénicas). Mas comunmente se clasifican por los tipos
de células, utilizando la clasificacién reglamentaria de la unién
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europea. La clasificacién de terapias celulares discrimina entre
células minimamente manipuladas para uso homologo, esto es
trasplantes o transfusiones, y aquellas reguladas como
medicamentos que deben obtener una autorizacién para su uso y
comercializacion128.

Los tratamientos en terapia celular y medicina regenerativa se
centraron inicialmente en las denominadas células madre o
células troncales. Son utilizadas como agentes terapéuticos debido
a que poseen la capacidad para diferenciarse en las células
especificas para la reparacion de un tejido u o6rgano. Pueden
clasificarse segin dos criterios: por su potencialidad y por su
origen. En funcion de su potencialidad existen células
totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y
unipotenciales. En funcion de su origen se pueden distinguir
células madre embrionarias, fetales, adultas y artificiales?9, A
continuacién nombraremos brevemente los principales tipos
celulares utilizados actualmente en investigacion.

Las células madre embrionarias (CME) son lineas celulares
pluripotentes derivadas de la masa celular interna (MCI) del
blastocisto (Figura 17). Poseen la capacidad de diferenciarse en
todos los tipos celulares procedentes de las tres capas germinales.
En 1998 un grupo de investigadores de la Universidad de
Wisconsin consiguié obtener células troncales de la MCI del
blastocisto y establecer a partir de ellas lineas celulares in vitro139,
Las células troncales embrionarias crecidas in vitro en presencia
de los factores de crecimiento apropiados pueden dar lugar a
células diferenciadas de multiples tejidos.
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Figura 17: Esquema de los diferentes tipos celulares propuestos para su
uso en terapia celular. MCI: Masa celular interna con caracter pluripotente,
capaces de formar células de las 3 lineas germinales con caracter multipotente.

Las células madre embrionarias muy pequeiias, identificadas
por primera vez en 2006131, Se localizan en los tejidos adultos y su
morfologia es similar a la de una célula de la masa celular interna
del blastocito. Se ha comprobado que expresan marcadores de la
MCI, como SSEA, Oct-4A y Nanog'32. Aunque hay numerosos
laboratorios que avalan su existencia, también los hay que la
cuestionan133134,

Células madre por transferencia nuclear. La técnica de
transferencia nuclear de células somaticas consiste en la
implantacién del nucleo de una célula somatica en un ovocito
enucleado. El resultado final genera un organismo con DNA casi
idéntico al organismo original, un clon del donante nuclear. La
oveja Dolly fue el primero clon reproductivo de un mamifero
obtenido mediante esta técnical3s. Actualmente se han clonado
numerosas especies, siendo la mas prometedora la de los
macacos, pudiendo revolucionar la investigacion en el campo de
las enfermedades humanas?3e.

51



Las células madre reprogramadas o inducidas Son células
pluripotentes generadas en el laboratorio a partir de una célula
somatica. Haremos especial mencién a estos tipos celulares en I
5.1.

Las células madre adultas (CMA) son células no diferenciadas,
multipotentes, dispersas por todo el organismo después del
desarrollo. Son muchos los tipos existentes, pero todas tienen en
comun la funcién de reponer las células viejas que van muriendo y
regenerar los tejidos dafiados. Dos de los tipos celulares mas
importantes dentro de este grupo son las células madre
mesenquimales (CMM) y las células madre hematopoyéticas
(CMH) (Figura I8).

Las CMM son las mas utilizadas en la actualidad debido a su facil
obtencion y a los buenos resultados que se estan obteniendo en
los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo!37. Aunque
fueron aisladas inicialmente de la médula 6seal2%138, también se
han identificado en otros de tejidos adultos como en la sangre del
cordon umbilical, tejido adiposo, placenta, liquido amniético,
higado, pancreas o pulménl?®. En cuanto a su capacidad de
diferenciacion, hay estudios que demuestran in vitro e in vivo la
capacidad de estas células de diferenciarse y favorecer la
regeneracion del miocardio!3?, el cartilago49, o el hueso4!, todos
ellos tejidos derivados del mesodermo.

Las CMH se localizan mayoritariamente en la médula 6sea, aunque
en menor proporcion también en sangre periférica. Su caracter
multipotente les confiere la capacidad de generar todos los tipos
celulares sanguineos durante la hematopoyesis. Actualmente se
estan utilizando para realizar trasplantes, ademas de haber mas
de 2000 ensayos clinicos en marcha.
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Figura I8: Esquema de los principales tipos de células madre adultas
(CMA). Su caracter multipotente las capacita para genera multitud de tipos

celulares diferentes.

Debido a su caracter pluripotente cabe pensar que las candidatas
ideales para su uso en terapia celular sean las CME. Sin embargo
presentan una serie de limitaciones. Son dificiles de obtener. Su
cultivo es complicado y durante su mantenimiento in vitro
pierden su caracter pluripotente con rapidez. También existen
limitaciones éticas y legales referentes a la manipulacion de
embriones para su uso clinico. Debido al caracter alogénico
pueden desencadenarse trastornos inmunoldgicos, y se ha
comprobado que tienen capacidad tumorigénica in vivo.

En la actualidad se han producido grandes avances en el estudio
con CMA, viendo que presentan algunas ventajas sobre las CME.
Las CMA no presentan los inconvenientes anteriormente
descritos, siendo de facil acceso y pudiéndose obtener en mayor
cantidad. Tampoco presentan limitaciones éticas ni generan
neoplasias142,
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Ademas, en los ultimos afios se ha comprobado que este tipo de
células madre tienen una capacidad conocida como plasticidad
celular. Bajo determinadas condiciones ambientales, las células
pueden diferenciarse en células de tejidos diferentes con el que la
célula madre se encuentra comprometidal43144,

15.1 REPROGRAMACION A PLURIPOTENCIA (IPSC)

Debido a los problemas existentes relacionados con el uso de
células madre embrionarias pluripotentes, la comunidad cientifica
ha tratado de reproducir un tipo celular con caracteristicas
similares, evitando asi los problemas éticos entre otros. Gracias a
las investigaciones y los conocimientos adquiridos desde la
década de los 60, en 2006 el laboratorio del Dr. Yamanaka public6
un articulo en el que se reprogramaron fibroblastos de ratén a
iPSC (células pluripotentes inducidas, del inglés induced
pluripotent stem cells) mediante la sobreexpresion de los factores
de transcripcion (FT), Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc!45. Otros estudios
posteriores determinaron que las iPSC eran funcionalmente
idénticas a las CME, pudiéndose diferenciar a células adultas de
cualquier linaje celular146.147,

Desde su descubrimiento y hasta la fecha, un gran nimero de
grupos de investigacion han acogido las iPSC en sus laboratorios,
los cuales han modificado, eliminado o incluido los factores de
transcripcion originales para la generacion de iPSC humanas y de
ratén!48-150, También se han producido modificaciones en cuanto
a los métodos de expresion de los factores de transcripcion.

Los virus Sendai, virus de RNA (-) monocatenario se han utilizado
para la generacion de iPSC sin integracion del genoma viral. Este
virus se replica en el citoplasma celular, no integrandose en el
DNA de la célula hospedadoralsl. También se han utilizado
vectores episomales con capacidad de replicarse fuera del
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cromosoma, de manera que tampoco se produce integracién en el
genomalsZ, Por ultimo, se han utilizado RNA sintéticos como RNA
mensajero (mRNA) o micro RNA (mi-RNA) generados in vitro.
Debido a la rdpida degradacion de los mRNA, se consiguen
generar iPSC sin integraciones en el genomal®3. Los mi-RNA,
moléculas RNA monocatenario de un tamafio entre 18-24
nucle6tidos!54, actian como reguladores epigenéticos de la
expresion génica. Es por ello que se propusieron para su uso en
reprogramaciéon celular, habiéndose conseguido reprogramar
células somaticas a iPSC con una combinaciéon de mi-RNA sin la
utilizacion de los factores clasicos de Yamanakals>.

Aunque han pasado 14 afios desde su generaciéon y se han
producido numerosos avances en la reprogramacion a
pluripotencia, las iPSC actualmente siguen teniendo una serie de
limitaciones que las hace incompatibles para su uso terapéutico.
Una de las principales limitaciones es que no se conocen bien los
mecanismos moleculares que gobiernan la reprogramacion
celular. Este hecho dificulta la tarea de encontrar soluciones a los
problemas que presentan estas células, como la baja eficacia de las
técnicas empleadas para su obtencidonls6, su reprogramacion

incompletal5? o la mutagénesis derivada de la insercion de genes

exdgenos que pueden producir tumores!>8. Por todo ello todavia
no se puede afirmar que las iPSC sean seguras para su uso en
terapia celular.
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I 52 REPROGRAMACION DIRECTA CON FACTORES DE
TRANSCRIPCION, TRANSDIFERENCIACION.

La reprogramacion directa o transdiferenciacion se puede definir
como la conversion de un tipo celular funcional a otro tipo celular
funcional de diferente linaje, sin pasar por un estadio pluripotente
intermedio?>%160, E] proceso generalmente incluye la introduccion
o regulacién de factores clave para la conversion de la identidad y
funcién celular. Al evitar el paso por estadios de pluripotencia se
reduce el tiempo de reprogramacion considerablemente, el riesgo
de aparicién de mutaciones y la formacién de tumores. Todo ello
ha hecho que la reprogramaciéon directa se haya convertido
estrategia muy atractiva, siendo en la actualidad la eleccién para
la reprogramacién de numerosos laboratorios de investigacidon.
Esta estrategia de reprogramaciéon se demostré por primera vez
durante el estudio del efecto de farmacos en cultivos de
fibroblastos. En este estudio y en otros posteriores se observé que
la 5-azacitidina actuaba como inhibidor de la metilacién del
DNA161, Como consecuencia se sintetizaba un mRNA (MyoD)
responsable de dicha conversion celular. Mas tarde se valido este
descubrimiento mediante la conversiéon de fibroblastos a
mioblastos in vitro, mediante la sobreexpresion de MyoD162,

Este es el primer caso en el que un factor de transcripcién
consiguid transdiferenciar un tipo celular adulto en otro sin pasar
por intermediarios pluripotentes, abriendo asi la puerta a la
transdiferenciacion de células somaticas adultas mediante la
expresion de factores de transcripcion tejido-especificos.

Tras el descubrimiento de MyoD y generacién de iPSC, el uso de
factores de transcripcion linaje-especificos ha adquirido
protagonismo y ha progresado rapidamente, dando como
resultado la identificacion de nuevos factores para Ia
reprogramacion, ademas del desarrollo de nuevas estrategias para
mejorar la maduracion funcional de las células inducidas.
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La transdiferenciacion se puede lograr de tres formas principales:
Mediante la introduccion de factores de transcripcion (FT)
exdgenosl®3, mediante la manipulacién y edicién del DNA con
métodos como CRISPR/Cas9164, o mediante el uso de agentes
farmacolégicos cuyos efectos desencadenan una cascada de
remodelaciones epigenéticas en las célulasl¢s. El uso de vectores
virales para introducir transgenes exogenos en las células es
actualmente el método mas destacado para la reprogramacion
directa, aunque también presenta una serie de limitaciones. Los
transgenes pueden introducirse en las células a través de otros
métodos no virales y no integrativos, como las transfecciones
transitorias6é. Estos métodos expresan el transgén
temporalmente, y actualmente siguen presentando problemas de
eficiencia, causas por las que estdn quedando en desuso en
estudios de transdiferenciacion. En esta tesis nos centraremos en
la transdiferenciacion mediante sobreexpresion exdgena
utilizando métodos virales.

Los lentivirus y retrovirus son los vectores virales mas utilizados
en estudios de transdiferenciacién. Ambos poseen la capacidad de
integrarse eficazmente en el genoma de la célula huésped1¢’. Una
diferencia notable entre los dos es que los retrovirus necesitan
que la célula huésped entre en fase de divisibn para su
integracion, mientras que los lentivirus también pueden infectar
células que no se dividen68. Por otro lado los adenovirus!®® y los
virus Sendail’® también se han utilizado en estudios de
reprogramacion directa. Sin embargo, con estos métodos se
obtienen eficiencias de reprogramacion inferiores a las obtenidas
con el uso de lentivirus o retrovirus.

El principal desafio a la hora de inducir la transdiferenciacion es
elegir qué FT sobreexpresar. Los FT activos durante el desarrollo
0 que se conoce que promueven la diferenciacién de las CM son

habitualmente  los  primeros candidatos  utilizados!71-
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173, Actualmente se utilizan FT individuales o varios en conjunto
para la reprogramacion directa. Mientras que en ocasiones es
necesario el uso de varios FT simultdneamente para la
transdiferenciacién, los estudios realizados también revelan que
una reduccion del nimero puede contribuir a mejorar el fenotipo
final deseado. En la siguiente tabla se muestran algunos de los
diferentes FT usados en reprogramacion directa de fibroblastos
humanos, haciendo especial mencién a los utilizados para la
obtencion de hepatocitos inducidos (Tabla 12).

Fuente celular Célula reprogramada Factores de Referencia
transcripcion
Fibroblastos Hepatocitos FOXA2, HNF4A, C / EBPB, 172
C-MYC
HNF1A, HNF4A, FOXA3 173
HNF1A, HNF4A, HNF6, 174
CEBPA, ATF5, PROX1, p53-
siRNA, C-MYC
Neuronas ASCL1 175
BRNZ2, MTY1L, miRNA-124 176
Células endoteliales ETV2 177
Cardiomiocitos GATA4, MEF2C, 178
TBX5,MYOCD,MESP1
Melanocitos MITFE,S0X10,PAX3 179

Tabla 12: Principales factores de transcripciéon utilizados en la
reprogramacion directa de fibroblastos humanos. Tabla extraida de 180,181,

58



Por ultimo, hay que mencionar que en la actualidad existen
sistemas para modular la expresiéon de los FT ex6genos
introducidos en las células a reprogramar. Un ejemplo es la
transduccion con FT de fibroblastos humanos haciendo uso de un
vector lentiviral policistronico inducible por tetraciclina. Estos
sistemas utilizan los plasmidos denominados Tet-On y Tet-Off182,

1 5.2.1 Terapia celular alternativa en enfermedades genéticas
ligadas al cromosoma X

En la mayoria de enfermedades que estan sujetas a estudios para
su tratamiento mediante terapia celular, se reprograman células
somaticas o CM del paciente que posteriormente son
trasplantadas de nuevo para corregir un defecto o regenerar un
tejido u organo. En el caso de pacientes que padecen
enfermedades monogénicas y congénitas potencialmente letales,
es necesaria la correccion del defecto genético antes de
reintroducir las células. Para este grupo de enfermedades se lleva
a cabo el método clasico, consistente en una primera etapa de
reprogramacion celular, seguida de la edicion del defecto genético
y posterior diferenciacion, para finalmente ser trasplantadas
(Figura 19).

Correccién génica

iPSCsanos
(corregidos)
Células Reprogramacion. A ") Diferenciacién.
somaticas N = —
—
N

Fibroblastos ipSC
Figura 19: Estrategia clasica en terapia celular. Esta consistente en la
reprogramacién de células somaticas a iPSC, seguido de la edicién génica para
la correccidn del defecto de partida, y posterior diferenciacién al tipo celular de
interés. iPSC: Células pluripotentes inducidas. iHEP: Hepatocitos inducidos.
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En primer lugar, se generan iPSC que portan todavia las
mutaciones que producen la enfermedad. Estas sirven de material
para la correccion in vitro del gen mutante, diferenciacion y
posterior trasplante con el defecto genético corregido.

Sin embargo, existen un grupo de enfermedades en las que existe
una alternativa a la correccion del defecto mediante edicién
genoémica, evitando asi los inconvenientes que supone la
utilizacion de esa metodologia (Figura 110). Este grupo de
enfermedades lo constituyen aquellas ligadas al cromosoma X
padecidas por mujeres heterocigotas, entre otras la DOTC. Aunque
la mutacion se presente en heterocigosis, estos pacientes
muestran un sesgo marcado en el estado de inactivaciéon del
cromosoma X (ver I 4.1), padeciendo la enfermedad con diferentes
grados de severidad en el caso de pacientes con DOTC. Aunque
exista un sesgo marcado, éste no sucede por igual en todos los
tejidos del individuo, pudiendo utilizar como fuente celular para la
reprogramacion tejidos donde el estado de inactivaciéon sea del
50% aproximadamente.

Xpl-XmA
XpA-Xml

XpA-Xml

XpA-Xml

>

@
(o8
Reprogramacion
iHEP @@

Clonacion iHEP

—

Fibroblastos

Xpl-XmA

Figura 110: Estrategia alternativa en terapia celular para enfermedades
ligadas al cromosoma X. Mediante la seleccién clonal de células que hayan
silenciado el alelo mutado que produce la enfermedad, se pueden reprogramar
células somaticas hacia un fenotipo final diferente sin necesidad de edicién
génica. XpA: cromosoma X paterno activo. Xpl: cromosoma X paterno inactivo.
XmA: cromosoma X materno activo. Xml: cromosoma X materno inactivo.
iHEP: Hepatocitos inducidos.
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Partiendo de la base de que el sesgo en el silenciamiento en el
cromosoma X no afecta a todos los drganos por igual, es posible
obtener una poblaciébn homogénea de células somaticas de
pacientes heterocigotas con DOTC que hayan silenciado el
cromosoma X portador del alelo mutante, reprogramarlas a
hepatocitos y demostrar que es posible obtener hepatocitos
funcionalmente sanos de pacientes afectas de DOTC. Con esta
nueva estrategia de reprogramacién podemos obtener células
genéticamente sanas para el defecto genético que presentan los
hepatocitos del paciente, las cuales después de ser reprogramadas
expresaran OTC y tedéricamente seran capaces de realizar el ciclo
de la urea.
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MATERIALES Y METODOS
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M1 CULTIVOS CELULARES
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CULTIVOS CELULARES

Todo el trabajo con cultivos celulares se realizé en el
departamento de Hepatologia experimental y trasplante hepatico,
situado en el IIS La Fe.

En nuestro grupo de investigacién disponemos de tres salas
cultivos celulares. Una esta dedicada al trabajo con biopsias y
cultivos primarios. Otra estd dedicada al cultivo y expansién
celular convencional. La tercera estd disponible exclusivamente
para el trabajo con cultivos infectados con virus. Cada sala esta
equipada con una cabina de flujo laminar (MSC-Advantage Class 11
Biological Safety Cabinets, ThermoScientific), bafios, centrifugas e
incubadores de CO: (Heracell 150, ThermoScientific) para el
mantenimiento celular a 37°C, en atmoésfera humidificada con un
5% de COa.

La presencia de micoplasma se evalu6 periédicamente por PCR en
todos los cultivos usados en esta tesis.

M 1.1 TECNICAS GENERALES

M 1.1.1 Descongelacion

Los viales se encuentran almacenados en tanques de nitrogeno.
Para su descongelacion, se transportan en recipientes con
nitréogeno liquido hasta la unidad de cultivos celulares, donde se
descongelan en el bafio a 37°C.

Se transfiere el volumen a un tubo de 15 ml que contiene 8 ml de
medio de cultivo calentado previamente a 37°C. Posteriormente se
centrifuga durante 5 minutos a 1500 RPM y se descarta el
sobrenadante. El “pellet” celular se resuspende en 1ml del medio
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de cultivo correspondiente. Finalmente las células se diluyen para
sembrarlas en frascos y placas de cultivo segtn las necesidades.

M 1.1.2 Mantenimiento de cultivos

M 1.1.2.1 Cambio de medio

En funcién del tipo celular con el que estemos trabajando, el
cambio de medio se realiza cada 1-3 dias. Se aspira el medio usado
y se aflade medio fresco previamente precalentado.

M 1.1.2.2 Pase celular. Tripsinizacion

Una vez el cultivo alcanza confluencia, se aspira el medio de la
placa y se lava con PBS para eliminar posibles restos. Se aspira de
nuevo y se aflade tripsina al 0,05% (Gibco). Las placas se
mantienen durante 5-10 minutos en el incubador a 37°C. Tras
comprobar que la monocapa celular se ha despegado se afiaden 3
ml de medio de cultivo para resuspenderla. Con una pipeta se
transfiere el volumen a un tubo estéril de 15ml. Se centrifuga 5
minutos a 1.500 RPM. Se descarta el sobrenadante y se afiade
medio fresco al “pellet” celular para su resuspension. Con un
contador de células automatico (BioRad) se cuentan y siembran a
la densidad deseada en el medio correspondiente.

M 1.1.3 Congelacion

Todos los cultivos celulares utilizados en esta tesis tienen un
proceso de congelaciéon muy parecido. Su congelacién se realiza en
sus medios de mantenimiento afiadiéndoles un 5% de
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Dimetilsulféxido (DMSO). La unica excepcién es el medio de
congelacion de iHEP, que consiste en medio HMM (ver M 1.2.3) sin
compuestos labiles, 30% de FBS y 5% DMSO.

Después de tripsinizar y contar las células, se resuspenden en su
medio de congelacién sin DMSO. Se afiade 1,9 ml por criovial, que
se completa con 100ul de DMSO anadidos lentamente. Se cierra el
criovial y se agita con cuidado para homogeneizar el volumen.
Después se transfiere a un contenedor (Nalgene) con 250ml de
isopropanol y se congela a -80°C durante 24 horas. Finalmente se
almacena en un contenedor de nitrégeno.

M 1.1.4 Microscopia

De manera periédica se evalu6 la morfologia, asi como la
viabilidad celular y las posibles contaminaciones de los cultivos.
Las placas se visualizaron con un microscopio 6ptico invertido
(CKX41, OLYMPUS).

Las imagenes se tomaron con una cadmara digital (Leica DFC350
FX) acoplada un microscopio invertido de fluorescencia (Leica
DMI 4000 B). Para las capturas se utilizé el software de imagen
(Leica Application Suite v 3.6.0).

M 1.2 TIPOS CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVO

M1.2.1 293T

Linea celular derivada de la linea 293 o HEK293, de células
humanas embrionarias de rifién. La linea celular 293T es una
variante celular “empaquetadora” que expresa el oncogen SV40
large T antigen, que permite la replicacion episomal de plasmidos
transfectados que contengan el origen de replicacion del SV40. De
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esta manera, pueden amplificar los plasmidos transfectados y
generar virus. Son muy faciles de cultivar ademas de altamente
transfectables por medio de varias técnicas, incluyendo el método
del fosfato de calcio, alcanzando eficiencias cercanas al 100%. Por
ello se utilizaron para la generacién de particulas lentivirales.

Las células crecieron y se mantuvieron en medio Dulbecco’s
Modified Eagle medium (DMEM, Gibco #41966-029),
suplementado con 4,5 gr/L de glucosa, 10% FBS, L-glutamina
2mM (Gibco) y 100U/ml penicilina/estreptomicina (Gibco).

M 1.2.2 Fibroblastos humanos

En esta Tesis se han empleado fibroblastos dérmicos humanos
(HDF) comerciales de la American Type Culture Collection (ATCC®
n? CRL-2429) y fibroblastos obtenidos de una biopsia de piel
procedente de una paciente heterozigota afecta de DOTC (HDF-
FPH4). Asi mismo, se obtuvieron lineas inmortalizadas de
fibroblastos mediante la expresiéon del antigeno T del SV40
(HDFLT). Todos estos cultivos se mantuvieron en medio de
fibroblastos humanos (HFM), el cual se compone de medio DMEM
suplementado con 4,5 gr/L de glucosa (Gibco #41966-029), L-
glutamina 2mM (Gibco), 10% FBS, 100U/ml
penicilina/estreptomicina (Gibco), 1X aminoacidos no esenciales
(NEEA, Gibco), mercaptoetanol 0,1 mM (Gibco) y 4ng/ml de bFGF
(Peprotech).

M 1.2.3 Hepatocitos humanos inducidos

Los cultivos de hepatocitos humanos inducidos (iHEP/ iHEPLT)
fueron generados en nuestro laboratorio mediante el método
descrito por el Dr. Huang (descripcion en M 1.8). Los iHEP/ iHEPLT
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se sembraron en placas tratadas con colageno y se mantuvieron
con _medio de mantenimiento de hepatocitos HMM. El medio
consiste en DMEM/F12 1:1 (Gibco # 11320-074), suplementado
con 0.544 mg/L ZnCl2, 0.75 mg/L ZnS04-7H20, 0.2 mg/L,
CuS04-5H20, 0.025mg/L MnS04, Galactosa (Sigma), 2 g/L BSA,
0.1 g/L ornitina (Sigma), 0.03 g/L prolina (Sigma), 0.61 g/L
nicotinamida (Sigma), glutamina 2 mM, 1X de suplemento
Insulina-transferrina-sodio selenito (ITS, Sigma), 40 ng/ml TGFa
(Peprotech), 40 ng/ml EGF (Peprotech), Dexametasona 10 pM y
1% FBS. La diferencia entre iHEP e iHEPLT radica en que éstos
ultimos han sido inmortalizados previamente a su
reprogramacion y expresan el antigeno T, confiriéndoles
capacidad proliferativa una vez reprogramados a hepatocitos
inducidos.

M 1.2.4 HepG2

La linea celular de carcinoma hepatocelular humano se obtuvo de
la European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC n®
85011430). Su mantenimiento se hizo en medio DMEM (Gibco),
suplementado con 4,5 gr/L de glucosa, 10% FBS, glutamina 2ZmM
(Gibco) y 100U /ml penicilina/estreptomicina (Gibco).

M 1.3 GENERACION DE LENTIVIRUS E INFECCIONES

M 1.3.1 Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta tesis se amplificaron en bacterias
competentes E. coli, y posteriormente se purificaron con el kit
(EZNA Plasmid Maxi Kit, D6922-01 Omega). Tras cuantificarlos con
un espectrofotémetro Nanodrop 2000c (ThermoScientific) se
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diluyeron a 1 pg/ul y se congelaron a -20°C. A continuacion, se
describen los plasmidos empleados en esta Tesis:

PRRLsin-SV40 T antigen-IRES-mCherry

El plasmido obtenido en “Addgene” (#58993), se utilizo para la
generacion de lentivirus que portan el SV40 T antigen, con la
finalidad de infectar e inmortalizar los HDF previo a su
reprogramacion a hepatocitos inducidos (iHEP). El plasmido
contiene el CDS de la proteina fluorescente roja mCherry unida a
una secuencia IRES, la cual permite la transcripciéon simultanea
del antigeno T y la proteina fluorescente, por lo que las células
mCherry positivas también lo son para el antigeno T.

pHIV-FOXA3-eGFP

El vector lentiviral pHIV-FOXA3-eGFP se obtuvo mediante la
clonacion por PCR de cDNA de FOXA3 humano, en los sitios de
restriccion de BamHI y Xbal en el plasmido pHIV-eGFP182.183
(Addgene #21373)

pHIV-HNF1a-RFP657

El vector lentiviral pHIV-RFP657 se obtuvo mediante la
sustitucion de eGFP por una secuencia sintética RFP657 en el
vector pHIV-eGFP (GeneArt®; ThermoFisher)182184,
Posteriormente el vector lentiviral pHIV-HNF1a-RFP657 se
obtuvo mediante la clonacién del cDNA de HNF1a en el plasmido
citado previamente (GeneArt®; ThermoFisher).
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pHIV-HNF4A-dTomato

El vector lentiviral se obtuvo mediante la clonacién del cDNA de
HNF4A humano, en los sitios de restriccion de EcoRI en el vector
pHIV-dTomato. (Addgene #21374).

pMD2.G

Plasmido lentiviral de segunda generaciéon que se co-transfecta
junto con pPAX2 y el vector que porta el cDNA de interés para la
generacion de lentivirus en la linea celular 293T. Este plasmido
“helper” lleva los genes necesarios para la formacién de la
envoltura viral (VSV-G) (Addgene #12259).

pPAX2

Plasmido lentiviral de segunda generaciéon que se co-transfecta
junto con pMD2.G y el vector que porta el cDNA de interés para la
generacion de lentivirus en la linea celular 293T. Este plasmido
empaquetador “helper” porta los genes Gag, Pol, Rev, y Tat para la
generacion de los lentivirus (Addgene # 12260).

M 1.3.2 Protocolo

La produccién de lentivirus se realizé mediante la co-transfeccion
de la linea celular 293T. La co-transfeccion de los plasmidos se
hizo mediante el método del fosfato calcico, tal y como se describe
a continuacion.

El dia previo a la co-transfeccion se siembran 3 millones de células
293T en placas de 10 cm? (una placa por cada lentivirus), y se
mantienen hasta el dia siguiente en medio DMEM (ver M1.2.1) Al
dia siguiente y dos horas antes de la transfeccién, se reemplazé el
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medio de cultivo por uno fresco. En un tubo de 15 ml se afiadieron
7,5ug de pPAX2, 5ug de pMD2.G, 10pug de plasmido “lanzadera”
lentiviral que contiene el cDNA a expresar, 100l de CaClz 2,5My
H>0 estéril hasta completar un volumen 1 ml. Posteriormente se
afiadi6 la mezcla, gota a gota y en agitacion a una solucién de 1ml
de HBSS 2X a pH 7,1. La agitaciéon se consigue mediante el
burbujeo del HBSS con una pipeta Pasteur de vidrio acoplada a un
pipeteador automatico (Drummond). Pasados 5 minutos de
incubacion se anadié todo el volumen, gota a gota, a la placa que
contiene las células 293T y se mantuvieron en el incubador.
Pasadas 19 horas se cambié el medio y se incubaron 24 horas
mas.

Pasadas 48 horas desde el inicio, se recogi6 el sobrenadante que
porta las particulas lentivirales (9 ml aproximadamente). Se filtr6
con filtros de acetato de celulosa de 0,45um de didmetro
(Sartorius) y se concentr6 12x con el kit Lenti X concentrator tal
como se indica en las instrucciones (Takara #631232). Cada
lentivirus se resuspendi6 en 750 pl de DMEM completo
conteniendo 4 pg/ml de polybrene (Sigma # TR-1003-G), un
polimero catiénico que incrementa la eficiencia de la infeccién
evitando la agregacion de particulas virales.

Los lentivirus pueden congelarse, aunque se producen pérdidas
significativas en la eficiencia de infeccion. En nuestro caso, para
garantizar la maxima infectividad utilizdbamos lentivirus
concentrados “frescos”. Sin embargo, en infecciones en las que no
necesitamos niveles de infectividad muy altos, como en la
inmortalizacion de cultivos celulares, se utilizaron alicuotas de
virus almacenados a -80°C.
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M 1.3.3 Infecciones

El dia previo a la infeccién se sembraron 18.000 células/pocillo en
placas de 24 pocillos con medio HFM (ver M 1.2.2). Al dia
siguiente se aspira el medio, se afiade el sobrenadante
conteniendo los lentivirus y se mantienen en el incubador a 372C.
Pasadas 5 horas se completé el medio hasta un volumen de 500pl.
Al dia siguiente se retir6 el medio a la placa y se le afiadié medio
fresco.

M 1.4 OBTENCION DE BIOPSIAS DE PIEL PARA LA
GENERACION DE CULTIVOS CELULARES

La biopsia de una paciente heterozigota afecta de DOTC se obtuvo
a través de la Dra. Ribes-Koninckx, jefa de la seccion de Gastro-
hepatologia pediatrica del Hospital Universitario La Fe, después
de obtener los pertinentes consentimientos informados y con el
visto bueno del comité de ética del Hospital Universitario La Fe.

M 1.5 AISLAMIENTO Y MANTENIMIENTO DE FIBROBLASTOS
PROCEDENTES DE BIOPSIAS DE PIEL (HDF-FPH4)

La biopsia de piel del brazo tipo “punch” de la paciente afecta por
DOTC se obtuvo por el personal sanitario del Hospital
Universitario La Fe. El procesamiento de la muestra se realizé en
la Unidad de Terapia Celular del IISLAFE. El aislamiento se basa en
la disgregacion enzimatica de la dermis y el cultivo de las células
obtenidas (mayoritariamente fibroblastos). Aquellas células
presentes en la dermis que no son fibroblastos, desaparecen
durante el cultivo porque no proliferan o no son adherentes.
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La muestra se transfiri6 inmediatamente a un tubo estéril de 15
ml con medio DMEM con 100U/ml penicilina/estreptomicina. Se
aspir6 el medio y se afiadié 1 ml de medio de digestién compuesto
por DMEM (Gibco 10569-010), 20% FBS, 100 mg Colagenasa tipo
[ (Worthington-biochem, 235U/mg 0,25% final), 20 mg DNAsa I
(0,05% final, Sigma DN25-100) y 100U/ml penicilina
estreptomicina y se incub6 toda la noche a 37°C en una estufa de
cultivos celulares.

Al dia siguiente se agit6 la muestra digerida durante 20 segundos.
Se puede apreciar perfectamente la separacion de la epidermis y
la descelularizaciéon de la dermis. Se afiadieron 7ml de medio
DMEM (Gibco 10569-010), 20% FBS y 100U/ml Penicilina-
estreptomicina. Todo el volumen se pipete6 arriba y abajo, se
filtr6 a través de gasas estériles y posteriormente se transfirio la
suspension celular a un frasco de cultivo T75. El frasco de cultivo
se mantuvo en el incubador 3 dias a 37°C sin moverlo,
favoreciendo asi la adhesion de las células a su superficie. Cuando
el medio de cultivo se acidificé (3-5 dias), se renové por medio
fresco con 10% de FBS en lugar de 20%. Finalmente, al alcanzar
confluencia se pasaron a razéon 1:3, expandiendo asi el cultivo
para su posterior congelacién y almacenamiento en tanques con

nitrégeno.

M 1.6 OBTENCION DE POBLACIONES CLONALES DE
FIBROBLASTOS

El objetivo de este proceso es obtener poblaciones clonales
homogéneas de fibroblastos de la paciente afecta de DOTC (HDF-
FPH4) que tuviesen inactivo el cromosoma X, 0 el Xj.

Se descongel6 un vial de HDF-FPH4 y se sembraron y
mantuvieron en un T75 en medio HFM (ver M 1.2.2) hasta
alcanzar confluencia. Para obtener poblaciones clonales se utiliz6
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el método de dilucion limite, explicado brevemente a
continuacion. Tras tripsinizar y contar las células con un contador
automatico (Biorad), se hicieron diluciones seriadas 1/100 para
obtener suspensiones celulares de 5 células/mL. Se sembraron
200 pl/pocillo (una célula) en placas de 96 pocillos. Las placas se
mantuvieron en una estufa de cultivos celulares a 372C sin
manipular durante 2 semanas. A continuacion, se cambid el medio
y se mantuvieron en cultivo expandiendo a placas de mayor
tamafio aquellos pocillos que contenian células. Tras alcanzar el
tamafio de placa de 6 cm, se tripsinizaron se guard6 una alicuota
con el fin de aislar el gDNA y el resto se congelo.

M 1.7 INMORTALIZACION DE FIBROBLASTOS HUMANOS
(HDF'")

Una vez obtenidos los cultivos de HDF, se seleccionaron los clones
que se van a inmortalizar. De esta forma conseguimos que las
células sean expandibles in vitro después de ser reprogramadas a
iHEP. Se seleccionaron los clones E2 y E6, con inactivacion
completa del alelo 1 (paterno, 25 repeticiones CAG), y los clones
D6 y F5 con inactivacién completa del alelo 2 (materno, 28
repeticiones CAG).

La inmortalizacién de los HDF se realiz6 mediante la expresién del
antigeno T. Para ello se generaron lentivirus que expresan el
antigeno T basados en el plasmido lentiviral pRRLsin-SV40 T
antigen-IRES-mCherry. La generacion de virus y posterior
infeccién de los HDF se ha descrito en (M 1.3.2), aunque en esta
ocasion no fue necesaria la concentracién de los lentivirus al
obtener infecciones préximas al 100% utilizando el sobrenadante
de las células 293T filtrado directamente. Al filtrado se afiadio
4pg/ml de polybrene.
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El dia previo a la infeccién se sembraron 18.000 células/pocillo en
placas de 24 pocillos con medio HFM (ver M 1.2.2). Al dia
siguiente se retird el medio de cultivo, se afiadieron 200pul/pocillo
de sobrenadante lentiviral y se mantuvieron en el incubador a
372C. Pasadas 5 horas se complet6 el medio hasta un volumen de
500ul. Al dia siguiente se renové el medio de la placa. Los HDF
infectados se expandieron 3 veces en un ratio 1:30 (un pocillo de
24 a una placa de 10 cm?), tras lo cual el 100% de las células eran
mCherry-positivas, sin sintomas de senescencia.

M 1.8 REPROGRAMACION CELULAR A iHEP
Reprogramacion directa

Los HDF humanos (HDF y HDFLT) se reprograman a iHEP/ iHEPLT
mediante la expresion de HNF1la, HNF4A y FOXA3 tal como hemos
realizado en otras ocasiones en nuestro laboratorio, siguiendo el
protocolo descrito por el Dr Huang!73185 La expresion de dichos
factores de transcripciéon se consiguié mediante la infeccién con
lentivirus concentrados generados a partir de los plasmidos HIV-
HNF1a-RFP657, HIV-HNF4A-TOM y HIV-FOXA3-eGFP (M 1.3).
Para conseguir infectividades altas, los lentivirus se generaron y
se concentraron el dia de la infeccién, sin pasar un proceso de
congelaciéon por lo que se tuvo que sincronizar los cultivos de
293T y HDF para cada experimento.

Un dia antes de la infeccion, se colagenizaron las placas de cultivo
donde se siembra e infecta los HDF. Para ello se hizo una solucién
de colageno tipo I de cola de rata (Gibco # A1048301) en acido
acético 20mM estéril, a una concentracion final de 50ng/ml. Se
afiade el volumen de colageno necesario para cubrir la superficie
de los pocillos y se incuban durante 1 hora a temperatura
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ambiente. Posteriormente se aspira el colageno y se lava con PBS
para eliminar los restos de acido acético. Inmediatamente se
sembraron 18.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos y se
mantuvieron en medio de fibroblastos humanos (HFM) (ver M
1.2.2).

Tras la generacidn y concentracién lentiviral (12x) disponiamos
de 750 ul de DMEM completo con 4pg/ml de polybrene. Los
volumenes de los 3 concentrados lentivirales se mezclaron en un
ratio 1:1:1 y se agitaron para obtener una muestra homogénea
con los 3 virus (2250 pl totales). Posteriormente se afadieron
100ul/pocillo a las placas conteniendo los HDF y se mantuvieron
en el incubador durante 5 horas. Pasado este tiempo se complet6
el volumen de los pocillos hasta 500 pl con HFM y se mantuvieron
en el incubador hasta el dia siguiente en el que se cambid el
medio. Pasadas 48 horas desde la infecciéon se cambi6 el medio
HFM por el medio de mantenimiento de hepatocitos HMM (ver M
1.2.3) Las placas se mantuvieron renovando diariamente el medio
de cultivo.

En el caso de HDF, la reprogramaciéon conlleva la perdida de
proliferacion (iHEP), mientras que en las HDFLT, las células siguen
proliferando (iHEPLT), por lo que paralelamente se procedi6 a su
expansiéon y almacenamiento a diferentes pases en medio HMM
con 30% FBS y 5% DMSO.
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M 2 PREPARADO DE MUESTRAS PROCEDENTES DE CULTIVOS
CELULARES
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M 2.1 RNA

Para determinar la abundancia relativa de los diferentes genes
que se midieron mediante PCR cuantitativa, se aislé6 el RNA total
de las diferentes células en cultivo.

M 2.1.1 Extraccion

El aislamiento de RNA se hizo en una campana de extraccion de
gases (Kéttermann), disponible en nuestros laboratorios. Se aspir6
el medio de las placas que contienen las células, se lavaron con
PBS y seguidamente se afiadieron 350ul/pocillo de tampoén de
lisis TRK (Omega BIO-TEK) suplementado con [3-mercaptoetanol
(1:50). Los pocillos se rascaron con la base de una punta de pipeta
y se transfiri6 a un eppendorf libre de nucleasas. A continuacion,
se aislé el RNA tal como se describe en el protocolo del kit
MicroElute Total RNA Kit (Omega bio-tek # R6831-02), o bien se
congelaron los lisados celulares a -80°C para su posterior
aislamiento.

M 2.1.2 Cuantificacion y conservacion

Inmediatamente después de obtener el RNA, se cuantifico
mediante el uso de un espectrofotometro Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific). Nos indica la concentracion de RNA por cada
ul de muestra, asi como el cociente de absorbancia 260/280 para
comprobar su pureza. El RNA se congel6 a -80°C para conservarlo
hasta su uso.
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M 2.2 DNA GENOMICO

M 2.2.1 Extraccion

Para el aislamiento de DNA gendémico de los cultivos celulares
hicimos uso del kit illustra™ triplePrep (GE Healthcare, #28-9425-
44). Los pocillos con las células se tripsinizaron y centrifugaron,
obteniendo un “pellet” que se procesé tal como indica el
fabricante.

M 2.2.2 Cuantificacion y conservacion

Una vez aislado y resuspendido el gDNA se cuantificé haciendo
uso del espectrofotémetro Nanodrop 2000c. Posteriormente se
almacené congelandolo a -20°C hasta su uso.
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M 3 TECNICAS ANALITICAS
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TECNICAS DE ANALISIS CELULAR Y MOLECULAR:

M 3.1 TEST HUMARA

Para comprobar el ratio de inactivacion de los alelos del
cromosoma X en nuestros cultivos, se aisl6 DNA gendmico tal
como se describe en (M 2.2). Una vez obtenido y cuantificado se
enviaron alicuotas con 20ng/pul de cada muestra a la unidad de
genética del IIS la Fe para su determinacionise.

M 3.2 RT-qPCR

M 3.2.1 Obtencion de DNA copia (cDNA)

La reversotranscripcién (RT) se realizé usando la transcriptasa
inversa del virus de la leucemia murina M-MLV (Invitrogen). La
mezcla de reactivos fue la siguiente: 1X Buffer para RT (Gibco
BRL), 500uM dNTP’s, 10 mM DTT, 3 uM oligo d(T)14, 60 U de
inhibidor de RNasas (RNaseOUT, Gibco BRL), 250 U de
transcriptasa inversa M-MLV y agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen de 20pl.

Se afiadieron 10 pl de una solucién acuosa con 500 ng de RNA a la
mezcla. Posteriormente, el volumen se incub6 en un termobloque
(Thermo Scientific) durante 50 minutos a 37°C. Para detener la
reaccion la mezcla se incub6 a 70°C durante 15 minutos. La
muestra de cDNA obtenido se conservo a -20°C.

M 3.2.2 PCR cuantitativa
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El DNAc proveniente del proceso de reverso transcripciéon fue
amplificado con el termociclador Light Cycler 480 II (Roche
Doagnostics). Cada reaccion se compuso de 2 pl de una dilucion
1/5 del cDNA obtenido previamente (100ng totales), 5 pl de
LightCycler Master Mix SYBR Green I 2X (Roche), 0,3mM primers Up
y Down y agua libre de nucleasas hasta completar 10 pl. El proceso
consistio en 8 minutos a 952C para desnaturalizar el DNA y activar
la polimerasa, y 40-45 ciclos de PCR de 15 segundos a 95 ¢C, 10
segundos a 58-602C para la unién de los primers y 10-15
segundos a 72°C para la amplificacion. La muestra control se
obtuvo mediante la combinaciéon del RNA procedente del higado
de 4 donantes (ThermoFisher). La expresién de cada cDNA
amplificado se realizé por triplicado, se relativizé al valor del
control y se normalizd con respecto a la expresion del gen
hidroximetilbalina sintasa (HMBS o PBGD). La cuantificaciéon y el
posterior andlisis de los productos se realizaron con el software
LightCycler 480 sw 1.5 segun las recomendaciones del fabricante.
Los primers disefiados y utilizados en esta tesis (ver M5) fueron
disefiados, dentro de las posibilidades, flanqueando intrones para
evitar la amplificacion de gDNA. La especificidad para cada
producto amplificado se confirmé mediante el andlisis de las
curvas de melting.

M 3.3 SECUENCIACION SANGER DE OTC

Los productos amplificados por PCR de los clones de iHEP se
purificaron con el kit QIAquick PCR purification Kit (28106,
Qiagen). Una dilucién de 20ng/ul de cada producto purificado fue
secuenciado por el personal de la unidad d genémica del IIS la Fe,
por el método de sanger en un secuenciador capilar ABI Prism
3500 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras se secuenciaron
con primers “forward” y “reverse” (ver M 5) disefiados en el ex6n

84



del gen OTC, flanqueando la regién correspondiente a la secuencia
sana (wt) o mutante. Los datos con los resultados de la
secuenciacion se recogieron en varios formatos y se analizaron
con el software “4 Peaks” v1.7.2.

M 3.4 CITOMETRIA

La determinacién del porcentaje de células infectadas (positivas
para las proteinas fluorescentes eGFP, Tomato y RFP657) se
realizo0 con un citometro de flujo FACSCanto-II (Becton
Dickinson). Las células se tripsinizaron, se centrifugaron y se
resuspendieron en 1ml de medio DMEM. Los datos adquiridos se
monitorizaron y analizaron con el software FACS Diva (Becton
Dickinson). Los voltajes y los parametros de dispersién frontal de
la luz (FSC), dispersion lateral (SSC) y fluorescencia se ajustaron y
compensaron para eliminar el debris y los posibles dobletes.

M 3.5 TINCION DE ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS)

Esta tincién fue utilizada para valorar la cantidad de glucégeno
almacenado en las células en cultivo. Se aspir6 el medio de las
placas, se lavaron con PBS y las células fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA, #28908 Thermo Scientific) diluido con
PBS al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente se lavaron con agua destilada y se afiadieron 500
ul/pocillo de una solucién de acido periédico al 0,5%. Tras
incubarlas 5 minutos a temperatura ambiente, se lavaron de
nuevo y se afiadieron 500 pl/pocillo de reactivo se Schiff (Sigma).
Las placas se incubaron durante 15-30 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacién fueron
lavadas para la toma de imagenes en campo claro.
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M 3.6 ALMACENAMIENTO DE VERDE INDOCIANINA (ICG)

Este anioén organico se utiliz6 como colorante inocuo para ver la
capacidad de transporte celular. Brevemente, se prepar6é una
solucion 1 mg/ml de Cardiogreen (Sigma #21980-100) mediante
su disoluciéon en DMSO y posteriormente en medio DMEM. Tras
aspirar el medio de cultivo se afiadieron 500ul/pocillo a placas de
24 pocillos. Se incubaron durante 1 hora a 37°C y se retiré el
medio, que fue renovado por el habitual para la toma de imagenes
y posterior mantenimiento.

M 3.7 SINTESIS UREA

Para determinar la producciéon celular de urea, los cultivos
celulares se incubaron durante 24 horas con medio HMM
completo, utilizando DMEM/F12 sin rojo fenol (Gibco™
21041025) para evitar interferencias con el kit de cuantificacion
de urea. Ademas, al medio se le afiadié cloruro amdénico (NH4Cl)
0,1mM. El medio de cultivo remanente no utilizado se empleé
como blanco (tiempo=0) en el momento de la cuantificacién. Tras
incubar los cultivos durante 24 horas, se recogieron los
sobrenadantes y se cuantificé la produccion de urea con el kit
QuantiChrom™ Urea Assay Kit (BioAssay Systems) tal y como
indica el fabricante. Para la cuantificacion final, se determinoé la
densidad 6ptica de cada pocillo mediante la lectura de la placa en
el lector HaloLed 96 (Dynamica) a una longitud de onda de
520nm. EL kit incluye un estdndar para preparar una curva
patrén.
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M 3.8 INMUNOCITOQUIMICA

Para la visualizacion de proteinas hepaticas en nuestros cultivos,
las células se tripsinizaron y contaron con un contador automatico
(Biorad). Se sembraron 2000 células/cm? en portas con pocillos
(IBIDI) y se incubaron 24 horas a 379C. Al dia siguiente fueron
fijadas con 4% PFA durante 15 minutos a RT. Tras retirar el
fijador se lavaron y bloquearon durante 60 minutos a RT, en
100ul/pocillo de una soluciéon con 5% suero de burro (donkey
serum) y 0,3% Triton X-100 (Chemical book, # T6878) en PBS.
Una vez pasado el tiempo de incubacién y retirada la solucién de
bloqueo, se afiadieron 100ul/pocillo del anticuerpo primario
diluido en solucién de bloqueo (SB) 0,1X (ver tabla de anticuerpos
utilizados, M5). Los portaobjetos se incubaron a 4 2C “overnight”.
Al dia siguiente fueron lavados y se afiadieron 100ul/pocillo del
anticuerpo secundario en una dilucién 1/500 en SB 0,1X. Los
portaobjetos se incubaron durante 45 minutos a RT en oscuridad.
Finalmente se lavaron y se afadieron 100ul/pocillo de DAPI
(200mg/ml en PBS). Se incubaron 15 minutos a RT en oscuridad y
seguidamente se montaron con medio de montaje (Dako
mounting media, #53023) y se almacenaron en oscuridad.

La visualizaciéon de las células y las imagenes de fluorescencia
fueron tomadas con microscopio con confocal Olympus FV1000
montado en el microscopio invertido 1X81 situado en la facultad
de Farmacia de la Universidad de Valencia. Las imagenes se
procesaron con el software Cellprofiler.

M 3.9 ELISA

La cantidad de albumina humana secretada al medio en nuestros
cultivos, asi como la concentraciéon secretada en el suero de los
animales trasplantados se midié con el kit ELISA (Bethyl E88-129)

87



tal como se indica en las instrucciones. El sobrenadante de 24
horas de los cultivos fue recogido y diluido 1/6 con el buffer de
dilucién 1X incluido en el kit, mientras que suero obtenido de los
ratones trasplantados se diluyé % con el mismo buffer. Como
valor de referencia para nuestros cultivos celulares se utilizo la
concentracion de albumina secretada por el cultivo primario de
hepatocitos humanos, obtenida previamente en nuestro grupo de
investigacion182187

M 3.10 PROTEINAS

Con el fin de normalizar las cuantificaciones realizadas en placa de
cultivo (ELISA) es necesario cuantificar el contenido de proteina
en las placas de cultivo. Para ello se realiz6 el método de Lowry
adaptado a pequeiios volimenes.

M 3.10.1 Aislamiento y cuantificacion

A las placas de 24 pocillos conteniendo los cultivos se les retiré el
medio y se lavaron con PBS. A continuacién, se afadieron
200pl/pocillo de una solucion de hidroxido sddico (sosa) 0,5N y se
aplicaron tres ciclos de congelacién y descongelaciéon a -20°C.
Cuando las placas se descongelaron por tercera vez, se rasco la
superficie de cada pocillo con la punta de una pipeta de 1ml. Tras
recoger todo el volumen y transferirlo a un tubo estéril de 1,5ml],
las muestras se conservaron a -802C hasta su cuantificacién por el
método de Lowry.
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M 3.11 ACTIVIDAD 3-GALACTOSIDASA

La actividad de la B-galactosidasa refleja la tasa de envejecimiento
celular in vitro. Mediante la presencia de un precipitado azul-
verdoso, producto de la reaccion sobre el sustrato X-Gal, podemos
observar qué cultivos presentan un estado avanzado de
senescencia.

Las placas de cultivo se lavaron con PBS. Posteriormente las
células se fijaron con una solucion compuesta por 50%
glutaraldehido y 37% formaldehido diluido en PBS. Tras incubar
las células durante 5 minutos y lavar posteriormente dos veces
mas con PBS, se afiadié la solucion de tincidn, consistente en una
diluciéon de PBS/citrato, ferrocianuro potasico 200mM, cloruro de
magnesio (MgClz) 200mM, cloruro sédico (NaCl) 6M y 50 mg/ml
del sustrato X-Gal diluido en DMSO. Se incubaron durante 2 horas
en la oscuridad. Pasado el tiempo de incubacién las placas
conteniendo las células se visualizaron con un microscopio 6ptico
invertido (CKX41, OLYMPUS).
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M 4 EXPERIMENTACION IN VIVO

Los experimentos in vivo se realizaron en las instalaciones del
animalario del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe y del
Sciene Park Biopolis de Singapur. Todos los protocolos
experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional de
Etica Animal del Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe y
Generalitat Valenciana (nimero de referencia IP.RBM. # 6A-3-
2015) asi como por el comité institucional de uso y cuidado de
Animales A*STAR (IACUC # 151054).

M 4.1 MODELOS ANIMALES:

M 4.1.1 B6EiC3Sn a/A-Otcspf-ash /] (QTCspf-ash),

Ratén mutante con deficiencia en OTC. La mutaciéon hipomorfa
anormal de la piel y el pelo (sparse fur-abnormal skin and hair,
spf-ash) en el cromosoma X resultan en el 5-10% de actividad OTC
normal, pudiéndose generar episodios de hiperamonemia y la
acumulacion de amonio en sangre en machos hemizigotos.
También acumulan acido ordtico en sangre y orina, sintomas
similares a los producidos en humanos!88, Por ello, este modelo es
util para evaluar la eficacia de los iHEP en terapia celular,
mediante el ajuste de la descompensacion metabodlica causada por
la mutaciéon. Los animales fueron adquiridos en Jackson
Laboratories (JAX # 001811). Se adquiri6 un macho hemizigoto
mutante y tres hembras sanas para generar la colonia. Mediante
su cruzamiento, se obtuvieron hembras heterocigotas con las que
posteriormente se generaron los machos hemicigotos que se
utilizaron en los trasplantes celulares con iHEPLT.
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M 4.1.2 CB17/Icr-Prkdc scid/Crl (NOD/SCID).

Estos ratones presentan una inmunodeficiencia combinada severa
(severe combined immunodeficiency disease SCID) congénita que
afecta a los linfocitos B y T, particularidad que los convierte en
candidatos idoneos para trasplantes celulares. Los ratones macho
de 4 semanas de edad fueron adquiridos de los Laboratorios
Charles River.

M 4.1.3 FRG® (Fah-/-, Rag2-/- and 112rg-/-)

El modelo murino con tirosinemia tipo I, (FRG®: Fah-/-, Rag2-/-
and I12rg-/-) con fondo del modelo inmunodeficiente NOD fue
adquirido de los laboratorios Yecuris. Fue utilizado durante mi
estancia internacional en el A*Star Genome Institute of Singapore,
en el laboratorio del Dr. Torsten Wuestefeld en Singapur. El
mantenimiento de este modelo se llevé a cabo en jaulas en racks
ventilados, con un suministro de 16mg/L de nitisinona (NTBC) en
una solucién acuosa de dextrosa al 3% en el agua de los biberones.
Ademas, al agua también se le afiadieron antibiéticos, en concreto
640pg/ml de sulfametoxazol (SMX) y 128ug/ml de trimetropima
(TMP). El tratamiento con NTBC y antibiéticos se retir6 al inicio
de las intervenciones durante 4 dias, volviendose a administrar
durante los 3 dias siguientes, manteniendo esta pauta hasta el
punto final de los experimentos.

M 4.1.4 Genotipado de ratones QT(Cspf-ash

El genotipo de las crias obtenidas en los cruzamientos, se realiz6
mediante aislamiento del gDNA de sus colas con el método del
fenol/cloroformo descrito a continuacién. Se corté 0,5cm del
extremo de la cola de una cria y se coloca en un tubo de 1,5 ml. Se
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afiaden 0,5 ml de solucién de digestion, consistente en Tris-HCl
50mM (pH 8) EDTA 100mM (pH 8), NaCl 100 mM, 1% SDS y 0,5
mg/ml de proteinasa K, y se incub6 “overnight” a 552C en
agitacién en un termobloque (Thermo Scientific). Pasado el
tiempo de  incubacibn se afiaden 0,7 ml de
fenol/cloroformo/isoamil alcohol 25:24:1 (Sigma # P3803-100) y
se dejan en rotacién en una noria durante 1 h a temperatura
ambiente. A continuacion, el tubo con la muestra se centrifugé a
17.000 rpm durante 5 minutos y con una pipeta se transfiri6 la
fase superior conteniendo el DNA a un tubo nuevo. Se afiade 1 ml
de etanol 100% al volumen recogido previamente y se invierte el
tubo varias veces hasta que vemos precipitar el DNA, formando
hilos visibles. La muestra se centrifugd 5 minutos a 17.000 rpm
nuevamente y se descartd el sobrenadante. A continuacién, se
afiadié etanol 70% enfriado a -20°C, se invirti6 el tubo
nuevamente para ver el pellet de DNA antes de centrifugarlo de
nuevo a 17000 rpm. Tras descartar de nuevo el sobrenadante el
tubo se dejo abierto en una gradilla hasta la completa evaporacién
del etanol. Finalmente, el pellet de gDNA se resuspendié en 100 pl
de agua libre de nucleasas. La muestra se incubé durante 15
minutos a 65°C para favorecer la resuspension del DNA. Tras
cuantificarlo con el Nanodrop 2000c y diluirlo a wuna
concentracion de 100ng/pl las muestras se congelaron a -202C
hasta su uso.

Una vez obtenido el gDNA de las crias de ratdn, se realizo el
analisis de sus genotipos mediante PCR de punto final tal y como
se describe en Jackson Laboratories
(https://www.jax.org/strain/001811)
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M 4.2 ACONDICIONAMIENTO ANIMAL PREVIO A LAS
INTERVENCIONES CON IHEP

M 4.2.1 Ayuno

Todos los animales de los modelos OTCspfash y NOD/SCID
utilizados en los experimentos fueron sometidos a ayuno, siendo
privados de alimento y agua durante las 3 horas previas al inicio
de las intervenciones y en las 3 horas previas al sacrificio.

M 4.2.2 Inmunosupresion

El modelo OTCspfash fye sometido a un proceso de
inmunosupresiéon mediante la administraciéon por via subcutanea
de Tacrolimus (Astellas Pharma) a una concentracion final de
2,5mg/kg/dia. El tratamiento comenzdé 48 horas antes de las
intervenciones con iHEP!, y se administré diariamente hasta el
punto final de los experimentos.

M 4.2.3 Induccion de dafio hepatico con paracetamol (APAP)

Con el fin de conseguir una colonizacion hepatica 6ptima de
nuestros iHEP en el higado de los ratones, se indujo dafio hepatico
mediado por acetaminofén (paracetamol, APAP) previo a las
intervenciones en los modelos OTCspfash y NOD/SCID. A los
animales se les administré una dosis de entre 300-400 mg/kg de
APAP via intraperitoneal 3 horas antes de las intervenciones con
iHEPLT,
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M 4.3 INTERVENCIONES

M 4.3.1 Modelos OTCspf-ash y NOD /SCID

El trasplante de iHEP en los modelos OTCspf-ash y NOD/SCID se
realizé tal y como se describe en187.

Pasadas 3 horas desde la induccién del dafio hepatico con APAP,
cada raton fue anestesiado en una mesa de anestesia con una
mezcla de sevofuorano/O; inhalada y administrada a flujo
continuo. Ademas, se administré analgesia intraoperatoria via
intraperitoneal (20 pg/kg fentanilo). Se depild el flanco izquierdo
y seguidamente se realiz6 una incisiéon de 1cm para exponer el
extremo inferior del bazo. A cada ratén se le administré un total
de 2 millones de iHEP en 150 ul de tampdn fosfato salino (PBS),
mediante una inyeccién en la parte ventral del extremo inferior
del bazo con una aguja de insulina de 30G de calibre. Tras la
infusion celular, se cauteriz6 la posible hemorragia causada por la
puncién y el bazo fue colocado cuidadosamente en su lugar. La
incisiéon se cerr6 con hilo de sutura absorbible. Finalmente se
administré analgesia postoperatoria (0,1 mg/kg buprenorfina) via
intraperitoneal y el animal se devolvi6 a su jaula para para
monitorizar su recuperacion.

M 4.3.2 Modelo FRG®

El trasplante de iHEP en ratones FRG® se realizé siguiendo el
protocolo desarrollado en el laboratorio del Dr. Wuestefeld.
Brevemente, cada ratén se anestesi6 con una mezcla
de sevofluorano / 02 mediante inhalacién continua. Tras depilar la
parte media del térax se hizo una incisién de 1,5 cm. Se realiz6
presion con dos dedos cuidadosamente rodeando la incision para
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exponer el 16bulo mayor de higado. A continuacidn, se inyectaron
4 millones de iHEP en un volumen de 150 pl de PBS en la capsula
del higado. La posible hemorragia derivada de la inyeccion fue
cauterizada de inmediato. Finalmente, el 16bulo hepatico expuesto
se colocd en su lugar, se limpio la zona operada con etanol 70% y
la incisién se cerré con hilo de sutura. Se retir6 la anestesia
inhalada y el ratén se devolvié a su jaula para monitorizar su
recuperacién. Los animales trasplantados se mantuvieron durante
los 4 dias siguientes sin tratamiento con antibidticos y NTBC,
reanudando de nuevo su administracion durante los siguientes 3
dias (ver M4.1.3).

M 4.4 SACRIFICIO, OBTENCION Y PROCESADO DE MUESTRAS

M 4.4.1 Sacrificio

Los animales trasplantados se mantuvieron entre 7 y 30 dias
hasta el dia del sacrificio. Los animales fueron sacrificados
mediante dislocacidn cervical bajo anestesia con una mezcla de
sevofluorano/02. A continuacién se procediéo a la obtencién de
muestras.

M 4.4.2 Obtencion y procesado de muestras

M 4.2.2.1 Sangre

En el modelo FRG® se tomaron muestras de 200 pl de sangre
semanalmente hasta el punto final, mediante la puncién en el seno
retro-orbital con un capilar y se transfirié a un tubo de 1,5ml. En
los modelos OTCspf-ash y NOD/SCID la sangre se recogié a dia 14y a
punto final.
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Cada muestra se mantuvo durante una hora a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugd a 1.500 G durante 10
minutos. El sobrenadante conteniendo el suero se transfirié a un
nuevo tubo de 1,5ml y se preservé a -80°C hasta su uso.

M 4.2.2.2 Orina

La orina se recolecté semanalmente en el modelo FRG® aislando a
los ratones en jaulas limpias y vacias durante 30 minutos, para
posteriormente recuperar las micciones con una micropipeta y
transferirlas a tubos de 1,5 ml. En los modelos OTCspfash y
NOD/SCID la orina se recogié a dia 14 y a punto final de mismo
modo. Tras su recoleccion las muestras se congelaron a -802C
hasta su uso.

M 4.2.2.3 Higado

Tras el sacrificio, a cada animal se le practic6 una incision desde la
parte media del torax hasta el abdomen para acceder y extraer el
higado al completo. Tras colocarlo en una placa de Petri
conteniendo PBS, todos los lébulos fueron troceados con un
bisturi haciéndose piezas de 0,5x0,5 cm aproximadamente. Las
porciones se lavaron 2 veces mas en placas de Petri nuevas con
PBS. Las porciones una vez lavadas se procesaron a partes iguales
tal como se describe a continuacion.

M 4.2.2.3.3 Fijacion en PFA y generacion de bloques de
parafina para cortes histolégicos.

El udltimo tercio de piezas de higado de cada ratén fueron
introducidas en un tubo de 15 ml conteniendo PFA al 4%. Los
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tubos con los higados de todos los ratones se fijaron en una noria
y se incubaron en rotaciéon durante 20 horas a 42C. Pasado el
tiempo de incubacion, las piezas de cada tubo se lavaron con PBS y
fueron procesadas para la formacién de bloques de parafina tal
como se describe en189. Las piezas de higado fueron deshidratadas
a 4°C a través de una serie con metanol/PBT (PBS + 0,1% Tween
20 Merck) 0/100, 25/75, 50/50, 75/25 y 100/0 (x2), con un
periodo de incubacién de 1 hora en cada fase. Las piezas de higado
deshidratadas se pueden conservar a -202C o proceder a la
formacion de bloques de parafina.

Para la formacién de los bloques de parafina, se colocaron 3-4
piezas de higado del mismo ratén en 1 “cassette” y se incub6 2 x
30 minutos con etanol 100%. Posteriormente se incubd en una
solucién de etanol/xilol (50/50) durante 30 minutos mas, para
seguidamente ser incubado 2 x 30 minutos en xilol 100%. A
continuacién, el “cassette” fue incubado en una mezcla de
xilol/parafina durante 1 hora en una estufa a 602C. Finalmente, se
incubé 3 x 3 horas en parafina a 60°C. Pasado el periodo de
incubacion, se abri6 el “cassette para recuperar las piezas de
higado y se incluyeron en parafina haciendo uso del inclusor
disponible en las instalaciones del instituto de investigacion.

M 4.2.2.4 Microtomia

Después de incluir las piezas de higado en bloques de parafina, se
procedié a realizar cortes histologicos. Para ello se hicieron
secciones de 7 um de grosor mediante el uso de un micrétomo.
Las cuchillas fueron renovadas peridédicamente. Las secciones se
recogieron con un pincel y se llevaron a un bafio de agua a 379C
para estirarlas y ser recogidas posteriormente con un
portaobjetos limpio (Superfrost plus, Thermo Scientific).
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M 4.5 TECNICAS ANALITICAS

M 4.5.1 Tincion con Hematoxilina-Eosina

Las secciones de higado de los bloques de parafina fueron
desparafinadas mediante su lavado con xilol durante 3 turnos de 5
minutos, realizando el ultimo lavado con xilol nuevo. A
continuacién, las secciones fueron rehidratadas mediante su
lavado en una serie de etanol con graduacion decreciente. Las
secciones se lavaron 2 x 5 minutos en etanol 100%, 5 minutos en
etanol 90%, 80% y 70% y 5 minutos finales en agua destilada.

Una vez desparafinadas y rehidratadas las secciones, se incubaron
durante 3 minutos en hematoxilina filtrada previamente. Pasado
el tiempo de incubacién se lavaron con alcohol acido durante 30
segundos y posteriormente con agua aguas durante 5 minutos. A
continuacién, se incubaron con eosina durante 30 segundos y se
lavaron y deshidrataron durante 30 segundo en etanol 80%, 30
segundos en etanol 90% y 5 minutos en etanol 100%. Finalmente,
los portaobjetos con las secciones se lavaron con xilol durante 5
minutos y se montaron con cubreobjetos y medio de montaje.

M 4.5.2 Inmunohistoquimica

Los portaobjetos con las secciones de higado embebidas en
parafina se desparafinaron y rehidrataron tal como se describe en
(hematoxilina-eosina). Una vez hidratadas, se hirvieron a presion
durante 3 minutos a 952C en una soluciéon 10 mM de citrato a pH6
o pH9 (OTC) para la recuperacién del antigeno. Una vez hervidas,
las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se lavaron en 3 rondas de 5 minutos en PBT. A
continuacién, las secciones se incubaron 1 hora a temperatura
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ambiente con solucién de bloqueo, compuesta por PBT con 10%
de suero de burro (Donkey serum, Sigma). Pasado el tiempo de
incubacion se retir6 la solucién de bloqueo y las secciones se
incubaron “Overnight” a 42C con el anticuerpo primario diluido en
soluciéon de bloqueo al 0,1% (ver tabla para anticuerpo y
diluciones, M5). Pasado el tiempo de incubacién, las secciones se
lavaron en 3 turnos de 10 minutos para posteriormente ser
incubadas con 100 pl/seccion de una dilucion 1/500 del
anticuerpo secundario en solucién de bloqueo al 0,1%, a
temperatura ambiente y en oscuridad (ver tabla de anticuerpos
M5). Pasado el tiempo de incubacién las secciones fueron lavadas
con PBT en dos turnos de 15 minutos. Se afiadieron 100 pl de una
solucion de DAPI (1ug/ml en PBS) a cada seccién y se incubaron
en oscuridad durante 4 minutos adicionales. Finalmente, los
portaobjetos con las secciones fueron lavados con PBS y se
montaron con cubres y medio de montaje (Dako mounting
médium).

M 4.5.3 ELISA

Los sueros obtenidos de los animales operados se diluyeron y
procesaron tal como se describe en (M 3.9)

M 4.5.4 Cuantificacion de acido orotico en orina

La toma de muestras de orina se realiz6 siempre después de un
ayuno de 3 h. La orina se diluy6 1/10 con agua / FA (99,8: 0,2) que
contenia 1 ppm del estandar interno Fenilalanina-d5 (FA).

La cuantificaciéon de acido orético en orina se realizé utilizando
UPLC-MSMS (QqQ) 1290-6460 de Agilent. La separacion por UPLC
se realiz6 en un sistema LC Agilent 1290 Infinity Il equipado con
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una columna Synergi-Hydro C18 de 150 mm x 2,1 mm y 4 um de
tamafio de particula (Phenomenex Inc). La fase mévil fue agua /
FA (99,8: 0,2) y acetonitrilo. Se utiliz6 fenilalanina-d5 como
patrén interno a 1 ppm. El proceso de cuantificacion y analisis se
llevo a cabo por la unidad de metabolémica del IIS La Fé.
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M5 TABLAS
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Primers

Gen/transcrito
ALB
HGD
SLC25a18
SLC1A1
SLC1A2
GLS2
GLUD1
NNMT
GOT1
CDKN1A
CDKN2A
PBGD
TAT
GLUL
HEX
HPD
ALDH4A1
CYP3A4
OTC-secuenciacion RTqPCR
OTC-secuenciacion genémico
0TC-genémico qPCR
PBGD-genémico qPCR
Genotipado OTC spf-ash

Sonda Taq fluoroforo 1 (silvestre)
Sonda Taq fluoroforo 2 (mutante)

Anticuerpos

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Goat anti-human albumin
Rabbit anti-A1-Antitrypsin

Rabbit anti-fumarylacetoacetate hydrolase

Tablas:

Forward (5'-3")
TAAGGAGACCTGCTTTGCCG
GGACTTGATGCTGACTGCTT
CCGACTGTGCCAGGAAACTC
GGTTCGAGAACACAGCAACC
GCTGCACACAACTCTGTCAT
CGAAGGTTTGCCTTGTCAGC
CTTGGGCTCCCTGTTTGGAG

GACTACTCAAGACCAGACCTGC
CTGGGATTGACCCAACTCCG
CCATGTGGACCTGTCACTGT

GGCCTTCGGCTGACTGG
CGGAAGAAAACAGCCCAAAGA

TCTCTGTTATGGGGCGTTGG
TGGGAACTGGAATGGTGCAG

CGGACGGTGAACGACTACA
GACGGCCAAGATCAAGGTGA

CTGGACGGGGTTGTGCATT

CAAGAAGAACAAGGACAACATAGA

AAATGATCCATTGGAAGCAGCG

TGGTACCAAGCTGTTGCTGA

TGAGTTGGTTTATGGGGAAAAGAGA

CCTTGATGACTGCCTTGCCT
CAA GAC ATT CAC TTG GGT GTG

ACA CCGCTC GGT TTGTAA A

AGA CAC CGC TCA GTT TGT AAA AC

ANTICUERPOS SECUNDARIOS
Alexa Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG(H+L)
Alexa Fluor 488 donkey Anti-rabbit IgG(H+L)

Alexa Fluor 488 phalloidin
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Reverse (5'-3")
AGACAGGGTGTTGGCTTTACA
AAGTGGCTCTTGAGTGGCTC
CCTTGCCCCCTCTAGGCTAA
CAGCGCGCAGACCAATTTTT
GCAGTCGGCTGACTTTCCAT
AGAGTGTGTAGGAGTCCTGGT
TCAAAAGGCCCTGGCCAAAT
GTCACATCACACTTCAGCACCT
CCAGATGCGAAGCCCTGATA
CTTCCTGTGGGCGGATTAGG
ACCGTAACTATTCGGTGCGTT
TGAAGCCAGGAGGAAGCACAGT
TGGACAGACTGCTCAGCAAC
CCAGTTAGACGTCGGGCATT
TTTGACCTGTCTCTCGCTGA
TGCACCGGTTTGGTGAAGAT
CCCTGCGTGAAGGCTAAGAC
TTTACAAGGTTTGAAGGAGAAGTT
CTTTCTGGGCAAGCAGTGTAAAA
GTAACCTGGTAACCTTGGAAAGC
CAAAGCATATCATACGGTTCACCC
AGGCTGTTGCTTGGACTTCT
GGG GAG ACC ATT ATC TAA GGA GA

ANIMAL REFERENCIA DILUCION
cabra Bethyl Laboratories, RRID: AB_67018 1/500
conejo Cell Marque-RRID: AB_1160952 1/500
conejo Abcam, RRID: AB_1860393 1/200

Invitrogen A21207 1/500
Invitrogen A21206 1/500
Invitrogen A12379 1/50
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RESULTADOS
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R 1 OBTENCION DE POBLACIONES HOMOGENEAS DE
FIBROBLASTOS DE LA PACIENTE CON DEFICIENCIA EN OTC
CON EL MISMO CROMOSOMA X (Xp O Xm) INACTIVO

El primer objetivo de esta investigacion y herramienta
fundamental para el desarrollo de esta tesis es la obtencién de
cultivos de HDF homogéneos respecto al estado de inactivaciéon
del cromosoma Xp y Xm. Asi pues, el paso inicial en el proceso de
obtencién de poblaciones homogéneas de iHEP que hayan
silenciado el Xp o el Xm es obtener poblaciones clonales
(originados a partir de una sola célula) de HDF de la paciente con
DOTC.

Para su obtencion, los HDF procedentes de la biopsia se
sembraron mediante el método de dilucién limite tal y como se
describe en (M1.6). Con el fin de comprobar el estado de
inactivacion del cromosoma X en los clones expandidos se llevé a
cabo el test HUMARA (human androgen receptor assay). Es la
herramienta molecular mayormente utilizada para la evaluacion
del patrén de inactivacién en células humanas. Se basa en la
amplificaciéon por PCR de un fragmento del gen del receptor de
andrégenos humano, y la determinacién de su tamafo y estado de
metilacion. Este locus presenta un polimorfismo de secuencias -
CAG- repetidas en tandem (STR), que se repiten un numero
variable de veces, siendo ese nimero el elemento diferenciador
entre los alelos procedentes de cada cromosoma X. Con este
método podemos ver qué alelo esta metilado y como consecuencia
inactivado.

Tras aislar el gDNA gendmico y analizar el estado de inactivaciéon
del cromosoma Xp o Xm, se comprobé que varios clones de HDF
presentan una inactivaciéon completa de uno de los dos alelos del
cromosoma X. Como observamos en la Tabla R1, se obtuvieron
clones con inactivacion completa de un cromosoma X (alelo 1, 25
tripletes CAG; clones E2, E6, A6 y G4), asi como clones con
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inactivacién completa del otro cromosoma X (alelo 2, 28 tripletes
CAG; clones F2, F5, D6, G9 y G12). También se obtuvo un clon con
HDF que presentan inactivacién del Xp y Xm con ratio aproximado
50:50 (A2), consecuencia probable de la siembra de 2 células con
estados de inactivacion diferentes durante el inicio de la
clonacioén.

Muestra . Alelo1 % Inactivacion ) Alelo 2 °¢ Inactivacion
(N2 tripletesCAG) ~ "aleloi (NYtripletes CAG).  alelo2
FSK-XX-PP44 25 35% 28 65%
MADRE 18 82% 25 18%
G4 25 100% 28 0%
F2 25 0% 28 100%
o s 0% 28 100%
pe 2 0% 28 100%
E6 25 100% 28 0%
AB 25 100% 28 0%
G12 25 0% 28 100%
A2 25 53% 28 47%
E2 25 100% 28 0%
o0 2 0% 28 100%

Tabla R1: Andlisis del estado de inactivacion del cromosoma X mediante el
analisis del marcador (CAG)n en el gen del receptor de andrdégenos (AR;
test HUMARA). Resultados del porcentaje de inactivacion del cromosoma X en
los diferentes cultivos clonales analizados. Cultivos clonales de la paciente con
inactivacion completa del cromosoma X materno: F2, F5, D6, G12 y G9.
Inactivacion completa del cromosoma X paterno: G4, E6, A6 y E2.

Los HDF de la paciente con DOTC anteriores a la expansién clonal
presentaron un ratio de inactivacion de los cromosomas X de
35:65, conteniendo dichos alelos 25 y 28 repeticiones CAG
respectivamente. La muestra procedente de la madre de la
paciente nos permitiéo determinar que el cromosoma X heredado
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de la madre corresponde al que presenta 28 repeticiones CAG
(Tabla R1, Figura R1). Por tanto, el cromosoma X heredado del
padre corresponde al que presenta 25 repeticiones CAG. Asi
mismo, los HDF de la paciente con DOTC anteriores a la expansion
clonal presentaron un ratio de inactivacion Xp:Xm de 35:65,
confirmando que no existe un defecto congénito en el mecanismo
de silenciamiento al azar del cromosoma X.

Madre “‘

Paciente (control; Hpall-) = l

[ RRER]

Paciente (metilado; Hpall+)

Clon E2 (metilado; Hpall+) =

IRRERER
— .

Clon D6 (metilado; Hpall+) .

NN
—

Figura R1: Electroferogramas representativos del test de HUMARA. Paneles
representativos del total de clones correspondientes a la muestra de la paciente,
sumadre y los clones E2 y D6.

R 2 REPROGRAMACION DIRECTA DE FIBROBLASTOS A iHEP

Para la obtencién de hepatocitos inducidos seguimos el protocolo
de reprogramacion directa descritol’3. Este protocolo de
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reprogramaciéon consiste en la expresién de los factores de
trascripcion HNFla, HNF4a y FOXA3. La expresion de dichos
factores se realizd con vectores lentivirales que coexpresaban
proteinas fluorescentes desde un cassette policistrénico tipo IRES
(Figura R2). El uso de proteinas fluorescentes con espectros de
absorcién-emision no solapados nos permite monitorizar los
niveles de co-expresion mediante citometria de flujo.

—EF-laIRESZ‘—
—EF-1aIRE52- RFP657 —
—EF-10LIRE82~—

Figura R2: Esquema de los cassettes de expresion lentivirales utilizados
en el protocolo de reprogramacion directa. Cada vector co-expresa desde un
mismo mRNA un factor de transcripcién con su proteina fluorescente. TOM:
proteina fluorescente roja. eGFP: proteina fluorescente verde. RFP657:
proteina fluorescente rojo lejano. EF-1a: promotor del factor de elongacién 1a.
IRES2: secuencia del internal ribosome entry site, que permite la traduccién
desde un mismo mRNA del factor de transcripcion y la proteina fluorescente
que incluye el vector.

Con el fin de comprobar nuestra capacidad para reproducir el
protocolo de reprogramacion, se hizo una primera aproximacion
reprogramando HDF comerciales (ATCC CRL-2429) tal y como se
describe en M1.8. Transcurridos 12 dias desde la infeccién, se
evalué el porcentaje de células infectadas mediante citometria.
Del total de células analizadas, el porcentaje de células infectadas
simultdneamente con HNF4-TOM y FOXA3-eGFP fue del 56,6%
(dobles infectadas) (Figura R3).
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Figura R3: Andlisis de la infectividad lentiviral con factores de
transcripcion HNF1A-RFP657, HNF4A-TOM y FOXA3-eGFP mediante
citometria. Arriba: HDF co-infectados con los 3 virus simultidneamente. El
porcentaje de células positivas para eGFP y TOM fue del 56.6%, de las cuales, el
65% son RFP657 positivas. Por lo tanto, el nimero estimado de células triple
infectadas fue del 39%. Abajo: analisis del control negativo (HDF sin infectar)
con 99.9% de células negativas.

Del total de células positivas para los dos factores anteriores, el
65% fueron positivas para HNF1-RFP657, estimandose por tanto
una eficiencia de infeccidon con los 3 factores de transcripcién del
39% (HNF1-RFP657, HNF4-TOM y FOXA3-eGFP positivas).

Doce dias después de la infeccidn se aprecia un importante
cambio morfologico. Los HDF presentan su tipica forma alargada y
estrecha, con una disposicién en paralelo. Por el contrario, los
iHEP han perdido la forma anteriormente citada, adquiriendo una
forma mas poligonal e irregular (Figura R4).
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Figura R4: Imagenes representativas de HDF e iHEP (12 dias después de
la infeccion con HNF1a-RFP657, HNF4a-TOM y FOXA3-eGFP). Imagenes
tomadas en microscopio con contraste de fases con objetivo 20x. Barra de
escala corresponde a 100 um.

Para tener una mejor evidencia del cambio morfoldgico, se midié
el didmetro celular en ambos cultivos utilizando el contador
automatico Scepter 2.0 (Millipore-Sigma). El didmetro medio de
los HDF fue de 19 pm, situandose la mayoria de células en un
rango de entre 18 y 21 um. El nimero de células analizadas con
didmetros superiores a 21 pm fue muy bajo. Por el contrario, el
didmetro medio de los iHEP fue de 27 pum. El rango en el que se
localizaron la mayoria de iHEP se situ6 entre 22 y 32 um. Aunque
se aprecia mayor heterogeneidad en el tamafio celular de iHEP, la
mayoria de células analizadas superaron las 21 pm (Figura R5).
Por tanto, el didmetro de los iHEP ha aumentado
significativamente comparado con el de los HDF.
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HDF: 19.34+2.352 pm
iHEP: 27.67+8.87 um
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Figura R5: Diametro medio de HDF e iHEP. Grafico de frecuencias de
distribuciéon de diametros celulares de HDF e iHEP en suspensiéon. Azul: HDF.
Naranja: iHEP.

El fen6meno de reprogramacidon celular implica, ademas de
cambios morfoldgicos, la induccién de genes propios de la célula
objetivo. Para comprobar si se habia producido wuna
reprogramacion a iHEP, se analiz6 la expresion de un paquete de
genes tipicamente hepaticos. Para ello se aislé RNA de los cultivos
reprogramados y se analizaron los niveles de expresién de
mediante RT-qPCR. Los cultivos de iHEP presentan expresion de
novo o induccién significativa de genes hepaticos comparado con
cultivos paralelos de HDF (Figura R6). Cabe destacar la expresion
del enzima N-metil transferasa (NNMT), cuya funciéon es el
metabolismo de drogas y otros xenobidticos mediante su N-
metilacién, alcanzadndose una expresion del 35% respecto al
higado humano. Por otro lado, cuantificamos la expresion enzimas
implicadas en la liberacion de amonio a partir de glutamina y
glutamato, la glutaminasa 2 (GLSZ2) y la glutamato dehidrogenasa
(GLUD) alcanzando valores del 90% y 18% respectivamente. Estos
iHEP también expresan las transaminasas GOTI en un 50%, asi
como las proteinas transportadoras de membrana SLCIAZ en un
15%, SLC1IA1 en un 125% y SLC25A18 en un 4%. Por tanto, los
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iHEP generados expresan genes con funciones metabolicas o de
transporte propias de hepatocitos humanos.
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Figura R6: Niveles de expresidn relativa de marcadores hepaticos en iHEP
evaluados mediante RT-qPCR (higado humano=1). SLC1A2: Proteina
transportadora 1A2. SLC1A1: Proteina transportadora 1A1l. SLC25A18:
Proteina transportadora 25A18. GLS2: glutaminasa 2 GLUDI1: glutamato
dehidrogenasa 1 NNMT: N-metil transferasa. GOTI1: aspartato
aminotransferasa.

Una vez evaluada la expresién de marcadores hepaticos, se
determiné si los iHEP habian adquirido algunas funciones propias
de hepatocitos. Para tal fin se analizé la expresion de albumina y
a-1 antitripsina (A1AT) mediante inmunocitoquimica. Los iHEP
expresan ambas proteinas simultidneamente, siendo indetectables
en HDF (Figura R7). En la imagen se puede apreciar cémo la
disposicion de los filamentos de actina ha cambiado de forma
notoria. En iHEP los filamentos de actina se sitian préximos a las
membranas plasmaticas, delimitando la silueta de las células. Sin
embargo en HDF su disposicion es en forma de husos a lo largo de
todo el citoplasma celular. Este cambio de disposiciéon en las
proteinas estructurales puede ser una de las causas de los
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cambios morfolégicos sufridos como consecuencia de la
reprogramacion.

DAPI Faloidina ALB A1AT Merged

HDF

iHEP

Figura R7: Expresion de marcadores hepaticos en iHEP. Expresion de
albimina y Al-antitripsina (ALB y A1AT) humanas en iHEP. Faloidina muestra
los filamentos de actina celulares. Diferencias en la cantidad y disposicion de
los filamentos sugieren una transicion mesénquima-epitelio (MET). Barras de
escala corresponden a 100 um.

El andlisis de marcadores hepaticos se complementé con la
determinacion de la secrecion de albumina al medio de cultivo.
Tras el analisis vemos como los iHEP producen 1 pg de albumina/
gr de proteina/24 horas (Figura R8A). Los niveles de ALB
secretados fueron similares a los producidos en hepatocitos
primarios en cultivo (PHH).

Con el fin de determinar el grado de madurez y llevar a cabo una
caracterizacién mas completa de nuestros iHEP, evaluamos su
capacidad para almacenar glucdégeno en el interior celular.
Mediante la tincién PAS, cuyo reactivo es una sustancia incolora
que se vuelve roja cuando entra en contacto con grupos aldehido,
podemos ver la presencia y acumulacidén intracelular de
carbohidratos. Como vemos en la figura R8B, la mayoria de
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células del cultivo de iHEP han adquirido un tono rojizo,
consecuencia de la acumulacion de glucégeno en su interior.
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Figura R8: Evaluaciéon de la funcionalidad de iHEP. A: ELISA de albimina
humana. iHEP y PHH secretan cantidades muy similares de albiimina. No hay
secrecion en el control negativo (HDF). B: Los iHEP almacenan glucégeno
(arriba) y transportan verde indocianina (debajo). PAS: Tincidon con acido
peryodico de Schiff. ICG: Transporte de verde indocianina. HDF: Fibroblastos
dérmicos humanos. iHEP: Hepatocitos inducidos. PHH: Hepatocitos primarios
humanos. Barras de escala corresponden a 100 pm.

Por ultimo, para poner de manifiesto la capacidad transportadora
de nuestros iHEP, esto es, determinar si los iHEP tenian la
capacidad de introducir xenobidticos en su interior, hicimos uso
de la tincion con verde indocianina. Es un colorante inocuo
comunmente utilizado en medicina como sustancia indicadora de
afecciones cardiacas o hepaticas, y sirve como herramienta para la
evaluacion de, entre otras, la funciéon hepatica. Afiadiendo el
colorante al medio de cultivo, podemos ver si los iHEP tiene la
capacidad de transportarlo al interior celular. Como vemos en la
imagen, muchos de los iHEP del cultivo tienen sus citoplasmas
tefiidos de un color verde intenso, poniendo de manifiesto su
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capacidad de transportar sustancias al interior, asi como la
presencia de transportadores de membrana y su funcionalidad
(Figura R8B).

En vista de los resultados obtenidos, concluimos que se ha
conseguido reproducir el protocolo de reprogramacion directa en
nuestro laboratorio, reprogramando HDF hasta iHEP expresando
genes y proteinas propios de hepatocitos. Ademas, también
cumplen algunas de las funciones que llevan a cabo los
hepatocitos humanos, como el almacenamiento de glucégeno o la
capacidad transportadora y secretora.

R 3 REPROGRAMACION A iHEP DE CLONES DE HDF DE LA
PACIENTE CON DOTC

Una vez comprobada la funcionalidad de los hepatocitos inducidos
generados, se procedid a repetir el protocolo de reprogramacion
con los clones de HDF de la paciente con DOTC. Para ello
seleccionamos dos clones que habian silenciado el cromosoma X
paterno (E2 y E6) y dos que habian silenciado el cromosoma X
materno (D6 y F5).

Los porcentajes de infeccién fueron similares a los obtenidos en la
reprogramacion de HDF comerciales. Con el fin de evaluar la
nueva reprogramacion a iHEP, pasados 12 dias desde la infeccion
determinamos mediante RT-qPCR la expresiéon de albumina
humana (ALB) y homogentisato 1,2 deshidrogenasa (HGD), dos
genes caracteristicos del hepatocito. La expresion de mRNA en
ambos marcadores result6 ser muy variable. Mientras que para
los clones D6 y F5 los niveles estaban en el rango de los HDF
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comerciales (ver mas arriba), los clones E2 y E6 presentaban
niveles entre 3 y 5 veces inferiores (Figura R9).
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Figura R9: Variabilidad en los niveles de expresion de clones de iHEP.
Andlisis mediante RT-qPCR de la expresion de los genes hepaticos albiimina
humana ALB y homogentisato deshidrogenasa HGD. Niveles de expresién 12
dias después de la infeccion significativamente variables entre los diferentes
clones analizados. Expresion relativa a higado humano=1.

R 3.1 LA SENESCENCIA AFECTA NEGATIVAMENTE A LA
REPROGRAMACION A iHEP

Estd descrito que la senescencia perjudica la reprogramacién a
iPSC199 por lo que nos preguntamos si la peor reprogramacién en
los clones E2 y E6 era consecuencia de presentar un mayor grado
de senescencia. Para determinar el grado de senescencia de los
cultivos de clones de HDF evaluamos la morfologia de los cultivos,
la actividad del enzima [-galactosidasa y la expresion de
inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas (CDKN1A y
CDKN2A). Como referencia utilizamos HDF comerciales de
diferentes pases, (p4, pl3 y p23), siendo las células de p23
claramente senescentes al microscopio. Los cultivos de HDF
comerciales de p4 y p13, asi como los HDF de la paciente sin
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clonar, y los clones D6, E6 y F5, poseen una morfologia tipica de
fibroblastos, siendo células relativamente estrechas y alargadas
(Figura R10). Esta morfologia se acentia cuando los HDF
proliferan 'y alcanzan confluencia, compactandose y
estrechandose, adquiriendo un aspecto mucho mas fusiforme. Por
el contrario, los HDF comerciales de p23 y el clon E2 de la
paciente, son menos alargados y considerablemente mas anchos,
en ocasiones presentando prolongaciones irregulares de sus
citoplasmas, y adquiriendo un aspecto de “huevo frito” (flechas
rojas y amarillas). Ademas, la capacidad proliferativa del clon E2
era muy limitada y los HDF p23 apenas proliferaban, al contrario
que los HDF de pase mas bajo utilizados.

HDF p4 20x

\
HDF de paciente sin
clonar 20x~ -
. -

"V'

o\

N — ﬁ‘-
- ,é “

HDF clon F520x |

—

118



Figura R10: Morfologia de HDF comerciales a diferentes pases y de HDF
clonados y sin clonar, procedentes de la paciente con DOTC. Diferencias
morfolégicas entre HDF de pases bajos y HDF de pase alto. Los HDF mas
jovenes muestran una morfologia alargada y estrecha, con forma de huso (p4 y
p13). HDF de pase mas alto (p23) pierden ese aspecto fusiforme, siendo mas
anchas y menos alargadas (arriba derecha, flechas rojas). Se aprecian las
mismas diferencias morfolégicas entre HDF sin clonar de la paciente (debajo
izquierda) y los mismo HDF clonados y expandidos (clon E2 tUnicamente,
debajo derecha, flechas amarillas). Imagenes tomadas con objetivo 20x. Barra
de escala corresponde a 100 um.

Para tener mayor evidencia del grado de senescencia en los HDF
de la paciente de DOTC, se realizé el ensayo de la actividad de la 8-
galactosidasa lisosomal. Este enzima se sobreexpresa y acumula
en células senescentes hasta un punto en el que la actividad puede
ser detectada a pH 6.0 (subodptimo). El clon E2 resulté positivo
para dicha actividad, aprecidndose células que acumulan un
precipitado azul-verdoso, correspondiente al producto de la
actividad enzimatica sobre el sustrato X-gal. Dicho precipitado no
se detect6 en los clones E6, F5 y D6 (Figura R11). En conclusién,
el clon E2 es abiertamente senescente, mientras que los clones D6,
E6 y F5, no muestran esta caracteristica.

HDF clon E2

HDF clon E6 | HDFclon D6
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Figura R11: Evaluacion de la acumulaciéon de 3-Gal en cultivos de HDF. Los
cultivos clonales de fibroblastos presentan diferentes grados de senescencia.
Imagenes tomadas en campo claro con objetivo 20x. Flechas azules muestran
la acumulacién de B-Gal (tincién azul-verdosa) en HDF E2. Barra de escala
corresponde a 100 um. HDF-FPH4: Fibroblastos dérmicos humanos sin clonar
procedentes de la paciente con DOTC.

Para determinar de una manera mas sensible la senescencia de los
diferentes clones, determinamos los niveles de expresion de
ciclinas dependientes de quinasas CDKN1A y CDKN2A mediante
RT-qPCR. Con el fin de obtener un grado de senescencia
cuantificable realizamos la media aritmética de los niveles de
CDKN1A y CDKNZ2A, normalizando al valor del 100%
correspondiente al HDF p23. De esta manera, se aprecia
claramente que los clones E2 y E6 son mdas senescentes que los
clones D6 y F5 (FIGURA R12).
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Figura R12: Media aritmética de la expresion relativa de CDKN1A y
CDKN2A en poblaciones de HDF de la paciente con DOTC. HDF p23 y p4:
Fibroblastos comerciales de pase 23 y pase 4 respectivamente. HDF-FPH4:
Fibroblastos dérmicos humanos sin clonar procedentes de la paciente con
DOTC. HDF E2, D6, E6 y F5: Diferentes cultivos clonales de fibroblastos de la
paciente con DOTC. Medias de 3 réplicas por cada ciclina y desviacién estandar.
(HDF p23=1).
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Estos resultados sugieren que la menor eficiencia en la
reprogramacion a iHEP de los HDF de los clones E2 y E6 es debida
a su mayor grado de senescencia.

Para confirmar esta hipoétesis, se reprogramaron HDF comerciales
de diferentes pases obtenidos a partir del mismo vial. Para ello se
infectaron HDF de p4, p13 y p23, aislamos RNA y analizamos
mediante RT-qPCR los niveles de expresion de ALB y HGD (Figura
R13). Los cultivos de pase mas bajo se reprogramaron mejor que
los cultivos de pase mas alto. Se puede apreciar una caida muy
abrupta de la expresion de HGD desde el p13 al p23, alcanzandose
una reduccion en la expresion del 85% (p<0,001). En cuanto a la
expresion de ALB, se reduce un 40% en HDF de p23 (p<0,05), n=4.
Por tanto, podemos afirmar que los cultivos celulares con mayor
grado de senescencia se reprograman peor, alcanzando un
fenotipo hepatico inferior al que adquieren los cultivos
reprogramados mas jovenes.
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Figura R13: Expresion de ALB y HGD en HDF comerciales a diferentes
pases. La expresion de ambos marcadores es superior en HDF de pase inferior
a 23. Valores de expresion determinados mediante RT-qPCR y relativos al
higado humano (Higado humano=1) HGD: Homogentisato deshidrogenasa.
ALB: Albumina. * p<0.05; ** p<0.001; n=4.
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Las conclusiones de este analisis pueden estar limitadas por la
diferente capacidad de infectarse de los fibroblastos con diferente
grado de senescencia. Nos preguntamos entonces si los cultivos
con mayor grado de senescencia se infectan peor que los cultivos
mas jovenes. Para comprobarlo se infectaron HDF de p4, p13, p21
y p23 con un lentivirus que expresa eGFP. El analisis por
citometria de estas células evidenci6 que los cultivos de
fibroblastos con mayor numero de pases y mayor grado de

senescencia se infectan igual que los cultivos con menor nimero
de pases y no senescentes, por tanto, la senescencia no afecta a la
capacidad de ser infectadas por los lentivirus (Tabla R2).

eGFP+ (%)
HDF p4 43
HDF p13 43
HDF p21 40
HDF p23 40

Tabla R2. Porcentaje de HDF a diferentes pases
eGFP-positivos tras infeccion con lentivirus que
expresa eGFP

En conclusidn, se confirma que la senescencia celular perjudica la
reprogramacion directa de HDF a iHEP.

R 4 INMORTALIZACION DE CLONES DE HDF DE LA PACIENTE
CON DOTC

Debido a que la senescencia afecta a la proliferacion vy
reprogramaciéon celular, sumado a la necesidad de obtener
grandes cantidades de iHEP para los siguientes experimentos in
vitro e in vivo, se procedi6 a inmortalizar los clones de HDF de la
paciente con DOTC antes de su reprogramacién. Los clones E2 y
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D6 de HDF fueron inmortalizados mediante la expresiéon del
antigeno T del virus SV40 (simian virus 40). Para ello utilizamos el
vector de expresion lentiviral pRRLsin-SV40, que permite
monitorizar la expresiéon del antigeno T a través de la expresion
de la proteina mCherry gracias al cassette policistronico [antigeno
T-IRES(internal ribosome entry site)-mCherry].

La expresion del antigeno T en las células inmortalizadas indujo
un aspecto mas epitelial (Figura R14, paneles izquierdos).

HDFU-D6

i ey,

HDFLT-E2

Figura R14: Clones E2 y D6 de HDF inmortalizados. Izquierda: imagenes en
contraste de fases. Derecha: imagenes de fluorescencia. La totalidad de HDF en
ambos clones (E2 y D6), han sido infectados e inmortalizados con el vector
lentiviral pRRLsin-SV40 T antigen-IRES-mCherry, emitiendo fluorescencia roja.
Tras la infeccién inicial, las células se sometieron a 3 pases 1/10 consecutivos.
Imagenes tomadas con objetivo 20x. Barra de escala corresponde a 100 pm.

La inmortalizacion de los HDF se monitorizé mediante los
cambios morfologicos y la expresién de la proteina mCherry. No
se observd al microscopio células senescentes ni una disminucién
de la proliferacion en los sucesivos pases. Asi mismo, las células
presentaban fluorescencia roja (Figura R14, paneles derechos).
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En vista del cambio morfolégico y la fluorescencia emitida por los
clones de HDF infectados con el vector lentiviral pRRLsin-SV40 T
antigen-IRES-mCherry, podemos afirmar que han sido
inmortalizados

R 5 REPROGRAMACION A iHEP DE CLONES HDF!T DE LA
PACIENTE CON DOTC

Después de inmortalizar con éxito los clones E2 y D6 de HDF
(HDFLT-E2 y HDFLT-D6) se procedié a reprogramarlos a iHEP.
Cabe esperar que después de su reprogramacion a iHEPLT
continlen manteniendo su capacidad proliferativa tal y como se
describi6173. Tras la infeccion con HNF4A, HNF1A y FOXA3, se
estimd la eficiencia de la infeccién, se evalud la conversion del
fenotipo mediante un andlisis de la morfologia celular y la
expresion de genes hepaticos, y se determin6 su funcionalidad y
grado de madurez con los mismos ensayos anteriormente
realizados en la reprogramacion de HDF comerciales.

Tal y como sucedia en los clones de HDF sin inmortalizar y HDF
comerciales, pasados 6 dias desde la reprogramacion se aprecia
claramente un cambio en la morfologia en los dos clones
reprogramados al ser comparados con los mismos -cultivos
infectados con virus vacios (Figura R15, iHEPLT vs HDF'T). En
esta ocasion se observa con mayor claridad el contorno de las
células y su disposicion en el cultivo, viendo cémo se compactan al
alcanzar confluencia sin perder su morfologia epitelial.
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Figura R15: Morfologia de los clones E2 y D6 de iHEP!T. Filas 1 y 2:
Hepatocitos inducidos inmortalizados de los clones D6 y E2 Fila 3: Fibroblastos
inmortalizados e infectados con virus vacios. Imagenes de HDFLT-E2 en
representacion de ambos clones. Se aprecian importantes cambios
morfoldgicos entre HDFLT e iHEPLT. Imagenes tomadas con objetivo 10x. Barra
de escala corresponde a 200 pm.

Estos cambios morfologicos no se observaron en los 2 clones
infectados con virus vacios (HDFLT clones E2 y D6), manteniendo
la misma morfologia fusiforme y disposiciéon en paralelo después
de la infeccién (Figura R15).

Para poner de manifiesto de una manera visual la presencia de los
virus y los transgenes en los clones de iHEP, se tomaron imagenes
de fluorescencia para HNF4A-TOM y FOXA3-eGFP (Figura R16).
Gran parte de las iHEPT son positivas para dTomato y eGFP, por lo
que aparecen en un tono amarillento/anaranjado, resultado de la
mezcla del rojo y verde. En esta imagen también se pone de
manifiesto el cambio morfolégico y de disposicién que presentan
los iHEPT de los dos clones respecto a los HDFLT infectados con

virus vacios.
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.FOXA3-GFP HNF4-TOM

Figura R16: Microscopia de fluorescencia de clones de HDF'T infectados
con vectores lentivirales. iHEPLT: Hepatocitos inducidos, clones E2 y Dé.
Imagenes tomadas con objetivo 20x, barra de escala corresponde a 100 pm.
HDFLT: Fibroblastos infectados con virus vacios 3V, clones E2 y D6. Imagenes
tomadas con objetivo 10x, barra de escala corresponde a 200 pm. eGFP:
Proteina fluorescente verde. TOM: proteina roja TOMATO.

Cabe destacar que a diferencia de los iHEP generados con los
clones E2 y D6 sin inmortalizar, los iHEPLT contintian proliferando
tras su reprogramacion. Ambos clones sufrieron varios pases
celulares hasta el dia 14, poniendo de manifiesto su
expansibilidad y con ello el éxito en la inmortalizacién previa con
el antigeno T.
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iHEP'™-D6 . L ) )
Antes de realizar el andalisis mas exhaustivo de la

expresion de genes hepaticos, se hizo un andlisis preliminar
cuantificando la expresion de ALB, HGD y TAT pasados 14 dias
desde las infecciones lentivirales (Figura R17A). Asi mismo, se
evalué la capacidad de secrecién de albumina en el medio de
cultivo, tal como se hizo en la reprogramacion de HDF
comerciales. Las cantidades de albiumina secretadas al medio de
cultivo en 24 horas son similares a las obtenidas en iHEP, a las de
hepatocitos humanos en cultivo obtenidas previamente en
nuestro grupo, asi como a las descritas en la bibliografia (Figura
R17B). En resumen, este andlisis preliminar satisfactorio nos
permite continuar con la caracterizacién de los iHEPLT,
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Figura R17: Caracterizacion preliminar de los clones de iHEPLT. A:
Expresion relativa de marcadores hepaticos medidos por RT-qPCR. Higado
humano=1. B: Cuantificaciéon de albimina humana en los sobrenadantes de los
cultivos mediante ELISA, n=3. TAT: Tirosina aminotransferasa. ALB: Albamina.
HGD: Homogentisato deshidrogenasa. iHEP'T-D6: Hepatocitos inducidos
inmortalizados, clon D6. iHEPLT-E2: Hepatocitos inducidos inmortalizados, clon
E2.
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R 5.1 LA DENSIDAD CELULAR ES UN FACTOR DETERMINANTE
PARA EL MANTENIMIENTO DEL FENOTIPO HEPATICO.

A continuaciéon llevamos a cabo un estudio para determinar la
estabilidad del fenotipo durante los pases celulares y la
congelacidon/descongelacion de los iHEPLT. Como ya mencionamos,
el namero de células necesario para los posteriores experimentos
in vivo es muy elevado, por lo que la expansion y congelacion de
stocks celulares son dos procesos necesarios.

Durante el proceso de expansion de los clones de iHEPM, se
conservo RNA total de células a diferentes pases. Se caracterizé de
nuevo, mediante RT-qPCR, la expresion de ALB y HGD (Figura
R18). La variabilidad intra e inter pases es demasiado elevada
para identificar algin patrén, impidiéndonos obtener una
conclusion aceptable sobre el mantenimiento del fenotipo durante
la expansion celular. Ademads, todas las muestras analizadas
presentaron niveles de expresidn inferiores a los obtenidos en
iHEPLT sin congelar ni expandir. Los niveles de expresion de ALB
fueron un 25% del obtenido inicialmente, mientras que los niveles
de expresién de HGD disminuyeron en todos los casos mas de un
60% en el primer pase. Por tanto, con estos resultados
inconcluyentes no podemos afirmar si hay un mantenimiento o
pérdida del genotipo en nuestros clones de iHEPLT,
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Figura R18: Expresion de marcadores hepaticos en clones de iHEPLT a
diferentes pases. ALB: Albumina. HGD: Homogentisato deshidrogenasa.
Expresion relativa analizada por RT-qPCR. Higado humano=1 Ref: Valor
obtenido 14 dias después de la infeccién sin pases. p0, p1 y p2: muestras
procedentes de una placa de diferentes pases celulares.

La variabilidad obtenida en la expresion de ALB y HGD sugiere que
estamos ignorando algin factor esencial en la eficiencia de la
reprogramacion. Uno de estos factores es la densidad celular o
confluencia. Para determinar si la densidad celular es un factor
clave para la reprogramacién a iHEP, se disefi6 el siguiente
experimento. Se sembraron iHEP de ambos clones a diferentes
densidades. Posteriormente se aisl6 RNA a 3, 6, 9 y 12 dias y se
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cuantificé la expresion de ALB y TAT, dos marcadores tipicos del
hepatocito embrionario y maduro respectivamente (Figura R19).
El nivel de confluencia/densidad celular se puede estimar a partir
del contenido de RNA. De esta manera, la confluencia se obtendria
a los 6 dias para el cultivo sembrado a una densidad de 54.000
células/cm? y a los 9 dias para las otras dos densidades de
siembra. La expresion de ALBy TAT son claramente inferiores a 3
dias, cuando a ninguna densidad se ha alcanzado la confluencia.
Una vez alcanzada la confluencia, se estabilizan los niveles de
expresion, aunque parece haber una mejoria en la expresion de
TAT a medida que transcurre unos dias tras alcanzar la

confluencia.
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Figura R19: Contenido total de RNA y expresion relativa de ALB y TAT en
iHEPLT-D6 a dias 3, 6, 9 y 12 a diferentes densidades de siembra (dia 0).
ALB: Albumina. TAT: Tirosina aminotransferasa. Higado humano=1.

Para tener una mayor evidencia de la importancia de la densidad
celular se correlacionaron los niveles de expresion de ALB'y TAT
con el contenido de RNA total. Como podemos observar, existe
una correlacion positiva entre la cantidad de RNA (como
estimacién surrogada de la densidad celular) y los niveles de
expresion (Figura R20).
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Figura R20: Correlacion entre la cantidad de RNA y los niveles de
expresion de ALBy TAT en iHEPLT. Datos extraidos de la Figura R19.

Se obtuvieron resultados similares al analizar los niveles de
expresion de los iHEPT del clon E2. Ambos clones de iHEPLT, por
tanto, recuperan la expresion de marcadores hepaticos inicial,
siendo la densidad celular (confluencia) un factor determinante
para el mantenimiento del fenotipo hepatico. Para la realizacion
de los experimentos siguientes se decidié que la densidad de
siembra fuera de 54.000 células/cm?, siendo necesario un cultivo
de 6 dias en HMM antes de su caracterizacién o su uso en
experimentacion in vivo.

En este experimento también se comprobé de manera indirecta
que los clones de iHEPT no sufren perdida de fenotipo tras varios
ciclos de congelacién. Ademas, en un andlisis posterior de la
expresion de marcadores hepaticos realizada durante una
estancia en el laboratorio del Dr. Torsten Wuestefeld del Genome

Institute of Singapore, revalidaron este resultado.
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R 5.2 LOS IHEP'T DE LOS CLONES E2 Y D6 EXPRESAN GENES
HEPATICOS Y REALIZAN FUNCIONES PROPIAS DE
HEPATOCITOS HUMANOS.

Una vez determinadas las condiciones dptimas de siembra de los
clones de iHEPLT, se completé el andlisis de la expresién génica. Se
cuantifico la expresibn de una seleccion de genes
metabolicamente relevantes en base a su expresion en

hepatocitos embrionarios, hepatocitos inmaduros o adultos1°l. De
este modo, al caracterizarlos podemos determinar el grado de
madurez de nuestros iHEP.

Se aprecia claramente la expresion de novo de ALB, HGD, TAT y
CYP3A4, marcadores especificos del hepatocito (Figura R21).
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Figura R21: Expresion relativa de genes hepaticos medidos en iHEPLT por
RT-qPCR. Expresion relativa a iHEPLT-D6. Controles E2 y D6 corresponden a
HDF infectados con virus vacios cultivados en paralelo. ALB: Albimina; HGD:
Homogentisato deshidrogenasa; TAT: Tirosina aminotransferasa; GLUL:
Glutamina sintetasa; GLS2: Glutaminasa 2; HHEX: proteina homeobox
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hematopoyética; HPD: Hidroxifenilpiruvato deshidrogenasa; ALDH4A1:
Aldehido deshidrogenasa 4A1; SLC25A18: Proteina transportadora 25A18;
NNMT: Nicotinamida N-metil transferasa; CYP3A4: Citocromo P450-3A4. *, p

<0,05; **, p <0,01; *** p <0,005. Comparacién de clones de iHEP'T,

Se observa una induccidn significativa respecto de los HDF control
de HHEX, GLS2, ALDH4A1 y SLC25A18, genes implicados en el
metabolismo del glutamato/glutamina y su conexion con el
metabolismo del nitrégeno tan importante en el higado. De hecho,
el enzima GLUL, responsable de la sintesis de glutamina a partir
de glutamato y amonio se reprime, en consonancia con la funcién
excretora de amonio en forma de urea propia del hepatocito. Al
comparar los niveles de expresién entre ambos clones de iHEPLT,
vemos como la expresion de GLSZ2 y SLC25A18 son
significativamente mas elevadas en iHEPT-E2 (p<0,05 y p<0,005
respectivamente). Sin embargo, sucede lo contrario con CYP344
siendo mayor su expresion en iHEPLT-D6 (p<0,01).

En resumen, basandonos en el perfil obtenido, definimos a los
clones de iHEPLT como hepatocitos inmaduros. Respecto a la
comparacién entre los iHEPLT-E2 y D6, se aprecian diferencias
significativas en algunos marcadores, sin llegar a revestir cambios
respecto a la funcionalidad de ambos clones y que pueden ser
considerados idiosincraticos.
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De hecho, ambos clones expresan niveles similares de albiumina y
alfal-antitripsina (Figura R22) y secretan cantidades
equivalentes, y similares a las de hepatocitos humanos en cultivo,
de albiimina al medio de cultivo (Figura R23 A, PHH en figura 8).

iHEP'"-D6

Figura R22: Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de
iHEPLT, Co-inmunofluorescencia contra Albumina y Alfa 1 antitripsina en los
clones de iHEPT. ALB: Albiumina humana. A1AT: Alfa 1 antitripsina. Derecha:
aumento de la imagen. Imagenes tomadas con objetivo de 40X. Barra de escala
corresponde a 50 pm. Ver tabla de anticuerpos.

Finalmente, se evalu6 la capacidad de producir urea a partir de
amonio, incubando las células con una soluciéon 10 uM de cloruro
de amonio. Como se observa (Figura R23 B), ambos clones
producen urea, aunque el clon de iHEPLT-E2, secreta al medio
cantidades significativamente mayores que el clon D6 (p<0,001),
sugiriendo que el clon iHEPLT-E2 expresa la forma silvestre del
enzima OTC.
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Figura R23: Anadlisis de la secrecidon in vitro de clones de iHEPLT. A:
Secrecion de albimina humana; n= 8. B: Produccién de urea. n= 3. El clon E2

secreta concentraciones de urea significativamente mayores que el clon D6;
p<0,001.

En relacién a la capacidad transportadora, los dos clones
transportan a su interior el colorante verde indocianina,
adquiriendo el tono verdoso caracteristico (Figura R24
izquierda). Este transporte por el contrario, no sucedié en los
cultivos control de HDFLT infectados con virus vacios.

iHEPLT-D6 iHEPLT-E2




Figura R24: Capacidad de transporte de verde de indocianina (ICG) y
almacenamiento de glucéogeno de iHEPLT, Izquierda: transporte ICG desde el
medio de cultivo. Derecha: tinciéon con acido periddico de Schiff (PAS).
Imagenes tomadas con objetivo de 10X. Barras de error = 200 um. iHEPLT
infectados con virus con los 3 FT. HDFLT; HDF inmortalizados e infectados con
virus vacios (sin los FT). HepG2: control positivo, linea celular de hepatoma.

También fueron capaces de acumular cantidades significativas de
glucogeno (Figura R24 derecha), funcion propia del higado (tono
violaceo en sus citoplasmas). El clon iHEPLT-E2 parece tener
mayor capacidad de almacenamiento comparado con el clon
iHEPLT-D6.

Aunque existen diferencias entre los dos clones de iHEPLT
analizados, ambos presentan funciones de almacenamiento y
transporte.

Por tanto, a la vista de estos resultados, se puede concluir que los
clones E2 y D6 de iHEP!T generados en el laboratorio expresan
marcadores hepaticos, sintetizan proteinas propias de
hepatocitos, y cumplen algunas funciones hepaticas, habiendo
adquirido  capacidad secretora, de transporte y de
almacenamiento.

R 5.3 LA INMORTALIZACION Y REPROGRAMACION DIRECTA
NO MODIFICAN EL ESTADO DE INACTIVACION DE LOS
CROMOSOMAS X.

Durante el proceso de generacion de iHEPLT, los clones de HDF de
partida de la paciente con DOTC han sido sometidos a varios
procesos de infeccibn con lentivirus (inmortalizacién vy
reprogramacion). Nos preguntamos si este hecho puede haber
modificado el estado de inactivacién del cromosoma X. Por ello se
evalué su silenciamiento analizando de nuevo su estado de
metilacion (Test Humara). Los clones de iHEPIT-E2 y D6 presentan
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el mismo estado de inactivaciéon del cromosoma X que los HDF
originales (Tabla R3).

MUESTRA Alelo1 % Metilaciéon Alelo2 % Metilacién
iHEP'1-D6 25 0 28 100
HDF'T-D6 25 0 28 100
HDF-D6 25 0 28 100
iHEP'T-E2 25 100 28 0
HDFLT-E2 25 100 28 0
HDF-E2 25 100 28 0

Tabla R3: Estado de inactivacion del cromosoma X en clones de HDF
posteriormente a su inmortalizacién y reprogramaciéon a iHEP. Ambos
clones de iHEP mantienen inalterado el estado de inactivacion de sus
cromosomas X, independientemente de si se han inmortalizado, reprogramado
o han sufrido ambos procesos de forma consecutiva. iHEPLT: hepatocitos
inducidos inmortalizados, clones E2 y D6. HDFLT: Fibroblastos inmortalizados
de la paciente con DOTC, clones E2 y D6. HDF: Fibroblastos de la paciente con
DOTC, clones E2 y Dé6.

Podemos afirmar, por tanto, que la inmortalizacién con el
antigeno T y la reprogramacion directa con HNF1, HNF4 y FOXA3
no alteran el estado inicial de inactivacion del cromosoma X
inicial.

R 6 EXPRESION DE LOS ALELOS SILVESTRE Y MUTANTE DEL
GEN OTC EN LOS CLONES DE IHEPLT REPROGRAMADOS.

El objetivo fundamental del proyecto se basa en obtener clones de
iHEP expandibles, que expresen el alelo silvestre del gen de la
OTC, o bien el alelo mutante. Una vez hemos conseguimos clonar,
inmortalizar y reprogramar los fibroblastos a iHEP, se comprob6
qué alelo de la OTC se esta expresando en nuestros clones. En
primer lugar, secuenciamos el gDNA de la madre y de la paciente
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con DOTC con el objetivo de validar el diagnostico genético de la
paciente. Para tal fin se disefiaron parejas de primers que
flanquean y amplifican el fragmento del ex6n 8 donde se localiza
la mutacidn. El analisis del gDNA de la madre, revel6 la presencia
del polimorfismo simple (SNP) rs1800328 (Figura R25). Este
polimorfismo esta presente en el 4% de los cromosomas X en la
poblacion espafiola, y en el 3% de la europea (gnomAD). Como
consecuencia, la secuencia peptidica se modifica, sustituyendo una
glutamina por una arginina (p.Gln270Arg). El analisis del gDNA de
la paciente contiene el mismo SNP: rs1800328. Asi mismo, se
detecta una alteracién importante de la secuencia aguas abajo que
es compatible con una delecion GAG en heterocigosis en la
posicién 817-819 (NM_000531.5: c.817_819del) (Figura R25).
Esta mutaciéon da lugar a la deleciéon de un glutdmico (Glu) en
posicion 273 (p.Glu273del). En resumen, nuestro anadlisis es
compatible con el diagnédstico inicial de la paciente de delecién de
novo del glutamato 273 (p.Glu273del) y afiade la presencia de una
sustitucién (p.GIn270Arg) adicional 8 bases aguas arriba de la
mutacién diagnosticada.

SNP rs1800328

A A A AAA
ACGAGAAGAGG AGAAGAAGCG

Figura R25: Secuencias del gDNA de la paciente con DOTC y su
progenitora. Se detecta el SNP: rs1800328 8 bases aguas arriba de la probable
delecién de un triplete GAG en uno de los alelos.
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Al carecer de muestra del padre, no es posible confirmar la
mutacién de novo, aunque dada la gravedad de la enfermedad en
pacientes masculinos, parece altamente improbable que se trate
de herencia paterna. Del mismo modo, sin la muestra paterna no
podemos asegurar que la transmisién del SNP: rs1800328 sea por
via materna, aunque dada la frecuencia en la poblacién espaiiola,
parece lo mas probable.

Existen informes previos de esta mutacién por SNP192 asi como de
la delecién, descrita en dos ocasiones en dos pacientes sin
parentescol93194,

Para confirmar la presencia de la delecién GAG en la posicién 817-
819 en heterocigosis, se procedid a secuenciar el mRNA de OTC en
los clones reprogramados. Se amplific6 la region mutada
utilizando primers especificos en el ex6n 8 del mRNA, se purificé y
se secuencié (ver tabla de primers en M5). Como se puede
apreciar en los cromatogramas obtenidos, en los iHEPLT-E2 e
iHEPLT-E6 se ven dos tripletes GAG consecutivos y no se ve
presencia del SNP (Figura R26, arriba. Marca rojas). Sin
embargo, en el cromatograma correspondiente al clon D6 se
aprecia el SNP, seguido de la pérdida de uno de los dos tripletes
GAG consecutivos, mostrandose con ello la expresion del alelo
mutante (NM_000531.5: ¢.817_819del) (Figura R26, abajo.
Marcas rojas). En resumen, los iHEPLT del clon E2 expresan el
alelo silvestre de la OTC y no contienen el polimorfismo, mientras
que el clon D6 presenta la delecion GAG en la posicién 817-819 asi
como el polimorfismo detectado previamente.
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Figura R26: Secuencias de OTC en los clones E2, E6, D6 y F5 de iHEPLT,
Cromatogramas. Arriba: Secuencia de la OTC silvestre. iHEPLT-E2 = iHEPLT-E6
Abajo: Secuencias de la OTC mutante con delecciéon de un triplete -GAG-
(NM_000531.5: ¢.817_819del), y presencia del SNP (rs1800328). iHEPLT-D6=
iHEPLT-F5,

Estan presentes los dos tripletes consecutivos GAG en la secuencia
amplificada (marcado con recuadro rojo), correspondiente a la
secuencia silvestre (Figura R26).

Durante los experimentos de reprogramacion, también se
reprogramaron los clones de HDF no inmortalizados E6 y F5.
Estos HDF presentan estados de inactivacién del cromosoma X
idénticos a los clones inmortalizados E2 y D6 respectivamente
(E2=E6 y D6=F5). Tras reprogramarlos y caracterizarlos por RT-
gPCR se recuperaron los productos amplificados de OTC y se
secuenciaron. El clon de iHEP-E6 present6 una secuencia idéntica
ala del clon iHEPLT-E2, i.e. expresa el alelo silvestre y no se detecta
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el SNP. En caso del clon de iHEP-F5, los resultados fueron
idénticos a los obtenidos del clon de iHEPLT-D6. Aparece el
polimorfismo 8 nucledtidos aguas arriba de la delecion del triplete
GAG.

Teniendo en cuenta que los clones E2 y E6 expresan el alelo
silvestre de OTC y han silenciado el cromosoma X paterno,
podemos concluir que la mutaciéon de novo se ha producido en el
cromosoma del padre, lo que es habitual en mutaciones de novo
en OTC.

R 7 VALIDACION EN MODELOS ANIMALES MURINOS

Una vez logrado con éxito la generacion de clones de iHEPLT de la
misma paciente pero que expresan la forma silvestre o mutante de
OTC, se generaron stocks celulares para su uso posterior en
experimentos in vivo.

El modelo animal utilizado para los trasplantes celulares fue el
ratén B6EiC3Sn a/A-Otcspfash (QTCspf-ash; yver M4.1.1). Dicho raton
presenta una mutacion en el exéon 8 del gen de la OTC,
obteniéndose como resultado una actividad enzimatica del 5% del
higado sano%s. Dicha actividad residual es suficiente para que los
ratones no presenten ningun sintoma de hiperamonemia cuando
se mantienen con una dieta estandar (16-18% proteina) o
hipoproteica (10% proteina). Sin embargo, desarrollan aciduria
ordtica, esto es, se secretan grandes cantidades de acido ordtico
en la orina (Figura R27 A). De hecho, el acido orético en orina es
un utilizado como un marcador de la DOTC en humanos y
ratones196.197,

Para validar el uso de este modelo animal en nuestros
experimentos, comprobamos si los ratones secretan acido oroético
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en la orina, asi como si este marcador resulta ser fiable e
informativo, esto es, nos permitiria detectar el rescate del modelo
animal por parte de nuestros clones de iHEPLT. De manera paralela
también se comprobé si el modelo animal sufre sintomas
similares a los descritos en humanos. Se analiz6 la concentracion
de acido oroético presente en la orina de ratones OTCspfashy sanos
(wt: B6EiC3SnF1) mantenidos con una dieta normal (18% de
proteinas). Los andlisis muestran que los ratones sanos producen
concentraciones muy bajas de acido orético (33,8-100,1 mM / M
creatinina), mientras que los ratones OTCspf-ash secretaron
cantidades mucho mas elevadas (277,8-4684,2 mM / M de
creatinina) (Figura R27A). A pesar de la variabilidad obtenida en
la concentraciéon de acido orotico de los distintos animales
analizados, las diferencias entre ratones sanos y mutantes son
estadisticamente muy significativas (p <0,005; n = 9), validandose
por tanto el acido orético como marcador a medir en los animales
tratados.

A B
Acido orético wi 18% W Wt 40%
spf-ash 18% M spf-ash 40%
5000 :
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Figura R27: Produccion de acido orético y peso de ratones OTCspfashy
sanos mantenidos con diferentes dietas. (A) Secrecién de acido orético en
orina con una dieta normal (18% de proteina). ***, p <0,005; n=9. Wt (sanos):
ratones B6EiC3SnF1 / ]J. Valor minimo-maximo 33,8-100,1 mM / M. Spf-ash:
ratones OTCspfash | Valor minimo-maximo: 277,8-4684,2 mM / M de creatinina.
(B) Peso de ratones relativos al dia 0 mantenidos con diferentes dietas (18% y
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40% en proteinas). # Dos ratones fueron sacrificados el dia 5 debido al drastico
descenso del peso y los permanentes signos de letargo. *, p <0.05 (dfa0 vs dia5
en ratones spf-ash), n = 6.

Por otro lado, debido a la limitada actividad de la OTC mutada, los
ratones OTCspfash  sufren alteraciones severas cuando se
mantienen con una dieta hiperprotéica (40% de proteinas). No se
observaron diferencias en el peso de los ratones sanos y los
OTCsrfash mantenidos con una dieta estdndar (Figura R27B). Sin
embargo, el grupo de ratones alimentados con la dieta
hiperprotéica descendieron significativamente de peso (Figura
R27B, spf-ash 40%; *, p <0.05, n=6). . En concreto el grupo de
ratones OTCspf-ash perdieron hasta un 20% del peso en el inicio del
experimento. De hecho, dos de los ratones tuvieron que ser
sacrificados antes de finalizar el experimento (Figura R27B. # dia
5) debido a sintomas de letargo y a la rapida pérdida de peso

Tras validar el modelo animal se realizaron las intervenciones. Los
clones iHEPLT-E2 e iHEPLT-D6 se trasplantaron tal como se
describe en M 4.3.1. Para hacer un seguimiento y ver si los clones
de iHEPT habian colonizado el higado, en el punto intermedio del
experimento se analiz6 la concentracion de ALB presente en la
sangre de los ratones.

Las concentraciones de albumina humana, independientemente
del clon utilizado, fueron inferiores a 2 ng/ml. La concentracion
mas alta en los ratones intervenidos con el clon E2 fue de 1,5
ng/ml, mientras que la obtenida en los animales intervenidos con
el clon D6 fue de 0,6 ng/ml (Figura R 28). En el punto final del
experimento (dia 30) no hubo aumento en las concentraciones
analizadas (datos no mostrados). Estos resultados indican que la
colonizacién de iHEPT es muy baja.
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Figura R 28: Secrecién de albimina humana en sangre de ratones QTCspf-

ash jptervenidos con iHEP'T, medida mediante ELISA. Ratones bajo
induccion de dafio hepatico con 300 mg/kg de APAP.

La baja concentracién de albumina humana en el suero de los
ratones es un reflejo del bajo grado de colonizacién de las iHEPLT
en el higado de los ratones OTCspf-ash, En consonancia con estos
analisis, no detectamos células ALB-positivas y/o eGFP-positivas
en el higado mediante inmunohistoquimica.

Otro inconveniente presentado por el modelo animal utilizado es
que son inmunocompetentes, esto es, su sistema inmune esta
activo. Aunque los ratones intervenidos han sido sometidos a un
tratamiento de inmunosupresion antes de, y durante todo el
experimento, es posible que la respuesta inmune residual tras los
tratamientos sea suficiente para que los iHEPMT no logren una
colonizacion eficaz. Para tratar de solucionar este problema,
hicimos uso del modelo NOD/SCID (ver M 4.1.2).

Pasados 14 dias desde de las intervenciones, analizamos de nuevo
la concentracién de albumina humana secretada en el suero en
este modelo animal. Aunque se detecta un leve aumento en la
concentracion de albumina humana sérica, respecto a las
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obtenidas con el modelo OTCspfash, sigue siendo insuficiente para
nuestros objetivos (Figura R29).

M2|M5 M3|M4

iHEP-LT-D6 iHEP-LT-E2

Figura R29: Secrecion de albimina humana en sangre de ratones

NOD/SCID intervenidos con iHEPLT medida mediante ELISA. Induccién de
dafio hepatico con 300 mg/kg de APAP.

Es conocida la enorme dificultad en la colonizacién hepatica de
iHEP en modelos murinos con un higado completamente sano. Por
ello, los modelos cominmente usados se basan en sistemas que
favorecen de alguna manera a los iHEP introducidos respecto a los
hepatocitos residentes. El modelo de referencia es el ratén
deficiente en fumarilacetoacetato (Fah-/-) y su homologo
inmunosuprimido FRG® (Fah-/-, Rag2-/- and I12rg-/-)198. Este
modelo animal presenta una deficiencia en el encima Fah. Para la
supervivencia de los animales, estos deben ser tratados con
Nitisinona (NTBC) durante el mantenimiento de la colonia. Si
retiramos el tratamiento rapidamente se produce dafio hepatico,
generandose espacios en el parénquima, y por lo tanto,
favoreciendo la colonizacion de los iHEPLT, Los experimentos con
este modelo de raton se realizaron durante una estancia en el
laboratorio del Dr. Torsten Wuestefeld, en el Genome Institute en
Singapur (ver M 4.1.3).
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Se trasplantaron un total de 4 millones de iHEPLT a cada ratén, tal
como se describe en M 4.3.2. Pasados 7 dias desde las
intervenciones, analizamos de nuevo la concentraciéon de
albimina humana en la sangre de los ratones intervenidos. En
esta ocasidn las concentraciones obtenidas fueron notablemente
superiores a las obtenidas en los modelos animales utilizados con
anterioridad. Los ratones intervenidos con el clon E2 presentaron
concentraciones séricas de albimina humana entre 12 y 86 ng/ml
(n=8; media de 36,8 ng/ml), mientras que los intervenidos con el
clon D6 presentaron concentraciones que oscilan entre 5 y 61
ng/ml (n=8; 24,43 ng/ml) (Figura R30). Estas concentraciones
son entre 2y 70 veces las obtenidas en el modelo NOD/SCID. Asi
pues, procedimos a la localizacién de las células trasplantadas en
el higado mediante inmunohistoquimica.

EgEggzEE;s:una|2|2‘n|2|a|a|:|m|m|ﬁ‘
HEFEEEEEEEEEEEEE

M25

iHEP-LT-E2 iHEP-LT-D6

Figura R30: Secrecion de albiimina humana en ratones FRG® intervenidos
con iHEPLT medida mediante ELISA, n=12-13.

Para ello, tras el punto final del experimento y el sacrificio de los
animales se proceso6 el higado para los siguientes analisis (ver M
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4.2.2.3). Antes de dividir en porciones el higado de los ratones
trasplantados, se tomaron imagenes en fresco. En varios de los
ratones trasplantados se aprecia una mancha blanquecina,
préxima a la zona de la intervencion y dispersandose a lo largo del
tejido de forma heterogénea (Figura R 31, izquierda). Estas
manchas corresponden a células eGFP-positivas, confirmando la
identidad de iHEP!T trasplantadas (Figura R31, flechas). Como
podemos ver, las zonas fluorescentes mas intensas se localizan
flanqueando el punto de infusién de los iHEPLT. No obstante,
también se ven parches fluorescentes en lébulos diferentes al
trasplantado, en zonas lejanas al punto de infusion, constatando
que ha habido dispersion celular a lo largo del parénquima
hepatico.

eGFP

iHEPLT-E2

iHEPLT-D6

Figura R31: Presencia y distribucion de los clones de iHEP!T en los
higados de ratones FRG® trasplantados. Izquierda: Manchas blanquecinas
distribuidas por el parénquima hepatico correspondientes a iHEPLT. Derecha:
Imagenes de fluorescencia. Las manchas blanquecinas emiten fluorescencia
eGFP. Flechas amarillas: Puntos de infusién de clones de iHEP'Ten el 16bulo
mayor del higado de los ratones. Zona oscura corresponde a la cauterizacién
posterior a la infusion.
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Posteriormente se obtuvieron varias porciones de higado
conteniendo parte de la mancha blanquecina, con el objetivo de
localizar los clones de iHEPLT mediante inmunohistoquimica. Los
ratones FRG® se caracterizan por carecer de la enzima Fah. Por
tanto, las células que expresen el enzima corresponden a los
iHEPLT trasplantados. Los higados analizados presentaron parches
mas o menos extensos de células Fah-positivos (Figura R32).
Como se puede observar, los clones de iHEPLT se disponen en el
higado en grupos fluorescentes, mayoritariamente en la zona mas
superficial del parénquima hepatico.

iHEPLT-E2 iHEP'T-D6

Figura R32: Imagenes de microscopia de fluorescencia representativas de
higados tras inmunohistoquimica frente fumarilacetoacetato hidrolasa.
Secciones de 7um de higado procedente de un ratéon FRG® trasplantado con los
clones E2 (izquierda) y D6 (derecha) de iHEPLT, Anticuerpo secundario Alexa-
488 (verde). Objetivo 20X, barra de escala corresponde a 50 pm.

Después de localizar los clones de iHEPLT en el higado de varios
ratones trasplantados, quisimos cuantificar el grado de
colonizacion de las células trasplantadas. Para tal fin se evalud el
contenido de gDNA humano en los higados de los ratones
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trasplantados. Se aislé gDNA de 3 piezas de higado de cada ratoén,
cercanas a los dominios fluorescentes (ver M 2.2.1). De este modo
comprobamos mediante otras técnicas que las células
fluorescentes corresponden a nuestros iHEPLT,

Para cuantificar el gDNA humano en el higado de los ratones
trasplantados, preparamos una curva de calibraciéon que contiene
una mezcla de gDNA humano y de ratén con ratios entre 1:10000
a 100:0. Se amplificaron regiones gendmicas especificas de los
genes PBGD y OTC humanos mediante qPCR (ver M 3.2.2 y tabla
de primers M 5).

Tras el andlisis observamos una gran variabilidad en el contenido
de gDNA humano para cada higado de ratén (Figura R33).
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Figura R33: Proporcién de gDNA humano presente en las porciones de
higado de ratones FRG®. Puntos azules: piezas de higado de ratones
operados con el clon iHEPLT -E2. Puntos naranjas: piezas de higado de ratones
operados con el clon iHEPLT -D6. Andlisis de 3 piezas por cada raton.

Como consecuencia, también detectamos mucha variabilidad
dentro de cada grupo de ratones trasplantados con iHEPLT-E2 e
iHEPLT-D6. Los porcentajes de gDNA humano fueron de 8,7 + 11,2
y 40 + 59 para los grupos iHEPLT-E2 e iHEPLT-D6

respectivamente, no detectdndose diferencias estadisticamente

significativas.
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Finalmente se analiz6 la concentracién de acido orético presente
en la orina de los ratones intervenidos (ver M 4.5.4). Al analizar
los resultados, encontramos una excrecién significativamente
mayor de orético en ratones trasplantados con iHEPLT-D6 (180,9
+ 186,1 mM/M creatinina)) que en ratones trasplantados con
iHEPT-E2 (37,2 + 18,1 mM/M creatinina); p<0,05). (Figura R34).
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Figura R34: Secrecion de acido ordtico en orina de ratones FRG®
trasplantados con iHEPLT. Concentraciéon expresada en mmoles/mol de
creatinina (n=8). *, p<0,05.

La variabilidad obtenida en las concentraciones de acido orotico
en la orina de los ratones intervenidos con iHEPLT-D6, van en
consonancia con las proporciones de gDNA determinado en las
piezas de higado anteriores (Figura R33 y R34, puntos naranjas).
A pesar de la variabilidad en la concentracion de acido oroético en
los ratones intervenidos con el clon D6, varios ratones secretaron
cantidades muy por encima de las obtenidas en los ratones
intervenidos con el clon E2 (valor medio de ambos clones).
Considerando que ambos clones de iHEPLT colonizan el higado de
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los ratones de forma equivalente, y que el clon E2 expresa el alelo
silvestre mientras que el D6 expresa el mutante, se puede
confirmar que el clon iHEPLT-D6 recapitula el fenotipo OTC
deficiente mientras que iHEPM-E2 recapitula el fenotipo OTC
silvestre.
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CONCLUSIONES
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Hemos obtenido clones de fibroblastos humanos homogéneos
para el estado de inactivacién de cromosoma X, a partir de
una biopsia cutdnea procedente de una paciente con
deficiencia en ornitina trascarbamilasa.

La senescencia afecta negativamente a la reprogramaciéon
celular de fibroblastos a hepatocitos inducidos.

Hemos inmortalizado y reprogramado de manera directa los
clones de fibroblastos humanos homogéneos a hepatocitos
inducidos, mediante el uso de lentivirus y la sobreexpresion
ectopica de los factores de transcripcion HNF1, HNF4 y
FOXA3.

a. Los hepatocitos inducidos inmortalizados tienen
capacidad proliferativa, siendo expandibles y
criopreservables.

b. Los hepatocitos inducidos inmortalizados expresan
marcadores hepaticos y realizan funciones propias de
hepatocitos.

c. La densidad celular o confluencia es un factor
determinante para el mantenimiento del fenotipo
hepatico adquirido.

Los hepatocitos inducidos inmortalizados derivados del clon
E2 (iHEPLT-E2) expresa en alelo silvestre del gen de la OTC,
mientras que los derivados del clon D6 (iHEPLT-D6) expresa el
alelo mutante.

El alelo OTC mutante contiene una sustitucion adicional
potencialmente deletérea (p.GIn270Arg) 8 bases aguas arriba
de la mutacién previamente descrita en la paciente.

Los hepatocitos inducidos inmortalizados de los clones E2 y
D6 colonizan el higado de ratones FRG® de forma equivalente
y recapitulan el fenotipo sano (clon E2) y mutante (clon D6)
de la OTC in vivo.
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