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Las células madre pluripotentes son propagadas emedio de
cultivo novedoso que preserva sus propiedades foewkales y
aumenta su proliferacion, asociada a la presermrcumnd isoforma de
fibronectina que incluye al exon EDA

Resumen

Las células madre (CM) pluripotentes, entre ellas, las ébrionarias (CME) y CM
pluripotentes inducidas (CMPI) son capaces de propadgadefinidamente en cultivo y de
diferenciarse a todos los tipos celulares del orgamifEncontramos un medio de cultivo
que permite su propagacion, preservando sus progisdsisicas, evaluadas por analisis de
expresion de marcadores y diferenciadidwitro e in vivo; y aumentando paralelamente su
proliferacién. Este medio es condicionado por umedi celular de granulosa bovina,
mitogénico sobre otros tipos celulares, adjudicanda® efecto a la fibronectina (FN) que
incluye el exén EDA (FN+EDA). En este contexto, deuios analizar si esta isoforma de
FN aumenta la proliferacion de las CME. Estudiamosniesles de proliferacién de las
CME en presencia de EDA exogeno, mediante dos esastefltilizamos medios
condicionados por lineas de fibroblastos embrionariostie genéticamente modificadas,
gue secretan sélo FN+EDA, FN sin EDA o ambas isoéstnPor otra parte, evaluamos el
efecto de un péptido correspondiente a una porcidiN\dque incluye o no dicho exdn. En
todos los casos, observamos que la presencia del@stiaio produjo un aumento en la
proliferacién en CME de raton y humanas, evaluaataMT T, cristal violeta y ensayos de
sanado de herida. Esperamos que nuestros hallazgo®bwgean al conocimiento de los
mecanismos moleculares involucrados en la proliferad®@M y a la optimizacion de sus

condiciones de cultivo.
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Pluripotent stem cells are propagated in a noviéi@medium that
preserves their essential properties and increaseroliferation
rate, associated to the presence of a fibronesuiioim that includes
EDA exon

Summary

Pluripotent stem cells, which include Embryonic Stem G&SC) and induced Pluripotent
Stem Cells (iPSC) can be propagated indefinitely in oeiltund are able to differentiate into
all cell types of the organism. We found a culturedime that allows their propagation,
preserving their basic properties, evaluated by aisatyismarker gene expression aimd
vitro and in vivo differentiation protocols. This medium also increhgduripotent stem
cells’ proliferation. This is a medium conditioned by a bewgranulosa cell line, previously
reported to be mitogenic for other cell types, ascribihig effect to fibronectin (FN)
containing EDA exon (FN+EDA). In this context, we detldio study if this FN isoform
increases the proliferative rate of ESC. We studied thiegenic effect on ESCs in the
presence of exogenous EDA, by two strategies. We aatitioned media from genetically
modified lines of mouse embryonic fibroblasts thatetconly FN+EDA, FN without EDA
or both isoforms. Furthermore, we evaluated the effeca pleptide corresponding to a
portion of FN comprising or not EDA exon. In all casee observed that the presence of
this domain resulted in an increase in the proliferatiom o&d both mouse and human ESC,
assessed by MTT, crystal violet, and wound healing as&&gshope that our findings
contribute to the understanding of the molecular mechmnisvolved in the proliferation of

pluripotent stem cells and optimization of culture condgio
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Embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells, sedwal, pluripotency,
proliferation, conditioned medium, fibronectin
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La posibilidad de utilizar células madre en el &redadwedicina regenerativa, para
usos terapéuticos aplicados a diversas patologias res kemanos, se encuentra en
creciente estudio. Debido al potencial de las céluladrengluripotentes, de diferenciarse a
distintos tipos celulares, éstas podrian utilizarse csistemas de reparacion de diferentes
tejidos. Se estima que podrian tratarse disfuncionesogastiulares producidas por infarto
de miocardio™®, diabetes y enfermedades neurodegenerativas comofdemedad de
Parkinson y esclerosis multiple, asi como también hesianeuroldgicas, como lesiones de
médula espinal consecuencia de traumatisPhossimismo, se estima que estas células,
modificadas genéticamente, podrian ser usadas colmcules para terapia génica de
diversos tipos de tumores. Si bien, la posibilidaditizacion terapéutica de células madre
es una estrategia muy promisoria, por el momento harsis tipos de dificultades en
varios aspecto$®, entre los que se encuentran su comportamiento imjibéxled ser
implantadas y la posibilidad de desarrollo de tumere®s pacientes. Por estas razones es
evidente que aun falta seguir estudiando estas célakia que pueda concretarse su uso

clinico.

El inicio del desarrollo de los mamiferos se da conn@ruentre el oocito y el
espermatozoide en el oviducto materno. La célula asiafta, el cigoto, daré origen tanto al
embrién como a todas las membranas extraembrionag@essarias para su desarrollo. A
pesar de los grandes avances en la ciencia y laldgéamotodavia desconocemos como a
partir de una célula puede formarse un animal cample

Luego de la fecundacién, el desarrollo de un organismuticelular continta
mediante un proceso denominado segmentacion. Estisteoas una serie de divisiones
mitéticas y el cigoto se divide en numerosas células rdedealenominadas blastémeros.
Asi, el cigoto es dividido primero a la mitad, luego amartos, en octavos y asi
sucesivamente hasta formar una masa compacta dascéenominada morula. La morula
continua dividiéndose y da origen al siguiente estasliblastocisto, que consiste en una
capa exterior de células llamada trofoblasto y una daigana de células denominada
macizo celular interno (MCI). Las células del maaietular interno son las encargadas de
generar todos los tipos celulares que constituyen elichdivadulto. Las lineas de células
madre embrionarias derivan del macizo celular interno.

El aislamiento, cultivo y mantenimiento de las células maanbrionarias (CME),

10, 11

primero de raton y luego humanas? revolucion6 el campo de las terapias
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regenerativas mediante la posibilidad de obtener distimages celularesn vitro que
puedan ser empleados para regenerar tejidos dafiaidermod. Debido a esto, uno de los
principales focos de investigacion en el area soelEguenfermedades o lesiones en las que
existe una poblacion celular definida que podria ser riezanta.

Diversos estudios en modelos animales demostraromejaia en la condicion a
tratar. Estos incluyen infarto de miocardiolesiones en el sistema nervioso cenfral
diabeted), retinitis pigmentarid y otras patologias. Los avances en este campo higje®n
recientemente se pusieran en marcha los primerosesioslios clinicos en humanos
utilizando células derivadas de CME humanas. Ambos iestudprobados por la
administracion de drogas y alimentos de Estados Wr{ld8 FDA), tienen como objetivo la
inyeccion en pacientes de progenitores de oligodendsogicélulas epiteliales pigmentarias
retinales para tratar, respectivamente, lesiones en lampaluvertebral y distintas
retinopatias™® Estos estudios iniciales otorgaran informacion clavepgumitira comenzar
a analizar tanto la efectividad como los métodos derastnacion y bioseguridad del uso de
éste tipo de células.

Sin embargo, existen controversias en el uso de las Rvitanas. A pesar de ser
una fuente promisoria para trasplantes, el uso, modiinay destruccion de embriones
humanos para obtener células embrionarias plantedlamadético. No obstante, nuevos
avances en el area otorgan esperanzas para ddar édios dilemas. En un trabajo
innovador, que revoluciono el area de células madlev§ a la obtencion del premio nobel
de medicina este afio, lograron reprogramar célulastda terminalmente diferenciadas a
un estadio pluripotente similar al de las CME, medidatexpresion forzada de cuatro
factores de transcripcidfi. El tipo de células asi obtenido fue denominadolas madre
pluripotentes inducidas (CMPI). Un afio después, abt@sultados similares a partir de
fibroblastos humano¥', generando asi una revolucion en la ciencia y poiyees hacia
una futura aplicacion de células madre pluripoter@4R) en terapias regenerativas, sin el
uso de embriones humanos. Este hecho tan remarcgblatdes el antiguo dogma de la
biologia del desarrollo que indicaba que una céliiéaehciada no era capaz de volver a un
estadio de desarrollo anterior y, por otro lado, genea alternativa novedosa para el

desarrollo de nuevas terapia regenerativas.
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Obtencién de células madre embrionarias murinas

En 1981, Evans, Kaufman y Martin lograron estableddE@xtraidas del macizo
celular interno de embriones de raton preimplantatdfio¥. El tipo de células aisladas
mostro tener dos propiedades fundamentales. Prime candiciones adecuadas podian
ser propagadas indefinidamente, auto-renovarse. Enprintipio, estas condiciones
implicaban el cultivo de estas células sobre una cajdcia de célulasféeder layey.
Actualmente utilizada y que consiste en una monocafiardélastos embrionarios de raton
(MEF) irradiados para evitar su proliferacion, la cwglorta factores clave para el
mantenimiento del estado indiferenciado. El fenotipo oiried de las CME de ratdn
(CMEm) mantenidas en estas condiciones, asociadechbhde que éstas células presentan
alta expresion de telomera$y permite su cultivo por periodos de tiempo indefinidos.
Cuando las CME se diferencian, esta caracteristicesepy las células son susceptibles a
mecanismos de envejecimiento celular (Iimite de Hayffl; como esta documentado para
otros cultivos primarios no transformados. La segunag@ipdad observada fue que las
CME retenian su pluripotencia y eran capaces de dimse a la misma variedad de tipos
celulares que aquellos formados en el embrionti pat MCI.

Uno de los primeros clones de células madre de ratérfugron desarrolladas fue la
linea ES-D3, y ha sido ampliamente utilizada como modelalar para estudiar la
diferenciacionin vitro, y analizar la organizacién temprana de las célutagrd de los
cuerpos embriodes.

El campo de las células madre embrionarias dio un &ance cuando en 1998
Thompson y colaboradores lograron el aislamientoltyvoude células madre embrionarias
humanas a partir de blastocistos de descarte produpimofertilizacionin vitro con fines
clinicos *2. Estos blastocistos fueron donados con el consamtimiinformado de los
progenitores y la aprobacion de la junta ética del insteéntalonde se desarrollaron. Este
hecho contribuyé al estudio del desarrollo tempransetles humanos y abri6 las puertas a

una posible utilizacion de estas células en terapiasesgems.

¢ Como se evalla la pluripotencia?

Existen distintas formas de analizar la pluripotencidadeCME. La prueba mas
rigurosa consiste en evaluar su habilidad para conteouia linea germinal y en todos los

tejidos de un animal adulto luego de ser inyectadas etobistos receptores, formando
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animales quimera. Sin embargo, esta metodologia noeputiitarse en CME humanas
(CMENh) por cuestiones éticas. Una alternativa muy utilizzata evitar esto consiste en la
inyeccion de CME, tanto de ratébn como humanas, engatomunosuprimidos, en los que
forman tumores denominados teratomas. La habilidad d€NME inyectadas de generar
tumores que contengan distintos tipos celulares deisvadeéd endodermo, mesodermo y
ectodermo es indicativa de su pluripotencia. Existen itsminétodosn vitro para analizar
la pluripotencia de las CME, como la formacion derpae embrioides, en los que se
analiza la presencia de las tres capas germinalesla diferenciacion dirigida a linajes
especificos.

El andlisis funcional del potencial de diferenciacitenlas CME es la prueba mas
confiable de sus propiedades de célula madre, pembida debe estudiarse el
mantenimiento del estado indiferenciado a lo largo teéehpo en cultivo. Para ello, se
analiza la expresion de marcadores moleculares graj@bestado indiferenciado. Muchos
de estos marcadores son factores de transcripcionsedmeen el MCl y en las CME, que
han demostrado roles importantes en su mantenimientanaosdores mas importantes y
mejor caracterizados incluyen a los factores de tripusén Oct4, Nanog y Sox2® °
Otros marcadores incluyen alta expresion de TERT,epufa subunidad catalitica de la
telomerasa, y al SSEA-1, para CME de raton. Asimiseaytilizan marcadores moleculares
especificos para analizar las células diferemsidfintre estos se encuentran BIII tubulina
que marca el linaje de ectodermo, Brachyury que idemtderivados del mesodermo y
alfafetoproteina (AFP) que marca el linaje del endodéfmb Por otro lado, Cdx2 y Gata6
marcan a los linajes del trofoectodermo y del endodgminaitivo, respectivament®. La
existencia de marcadores moleculares permite el anddéisisstado indiferenciado asi como
de la diferenciacion de CMEs y es una de las heerstas de uso habitual en el trabajo con

estas células.

Mecanismos moleculares involucrados en la auto-renodaci de células madre
embrionarias murinas

Los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog foromered transcripcional a
través de la cual mantienen la expresion de genesarér® para el mantenimiento del
estado indiferenciado, a la vez que inhiben la expred®ngenes necesarios para la
diferenciaciérf’. En esta red, los tres factores de transcripciéeg@an tanto a si mismos

como a otros genes. La frecuencia con la que esttsréa co-localizan en una misma
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region promotora es muy alta, lo que sugiere querdntian entre si para regular la
expresion de sus genes blanco. Entre los genes qui® se une Oct4, la mitad de ellos
también se une a Sox2. Mas del 90% de las regionesoporas unidas por Oct4 y Sox2
también se unen a Nanog. Oct4, Sox2 y Nanog tambkiémean a sus propios promotores,
formando una red autoregulada e interconectada quéemata identidad de célula madre
22.

El factor de transcripcibn Oct4 pertenece a la familia agtofes con
dominios POU y reconoce una secuencia especifich&DN. La expresion de este factor
se observén vivo en el estadio de embrion de cuatro células, luegmseentra en células
pluripotentes como las CME del MCI o las células deates®. In vivo, la interrupcién de
la expresion de Oct4 por mutagénesis dirigida generardidpédel MCI?*. Los niveles de
expresion de Oct4 influyen en gran medida en el fpaate las CME; se necesitan niveles
precisos de este factor para sostener el fenotipeiedciado. La pérdida de la expresion
del mismo causa la diferenciacion de las CME a trofoermo, mientras que su
sobreexpresion causa la diferenciaciéon a endoderinttipo y mesoderma® % Estos
hechos evidencian la importancia de la regulacionigaete la expresion de este factor en el
mecanismo molecular por el cual las CME se mantienerematiiadas. Se han encontrado
diversos genes blanco para Qo#moCdx2'®, Sox2 y Nanog* %

Otro factor importante en el mantenimiento del estadodrefitiado es Sox2. Este
factor pertenece a la familia de proteinas HNH&y Mobiliy Group e interactia con Oct4
formando un heterodimero que regula la expresion desgeecesarios para mantener el
estado indiferenciado. Por otra parte, este complejbiéamegula la expresion de Nandg

La expresion de Octde observa en el oocito, en el cigoto, luego en lasasétlel
MCI, ectodermo primitivo, células germinales primordialegmgnetas, por lo que es posible
hipotetizar que ésta no se interrumpe a lo largo del dieleida y de ese modo nunca seria
necesario reiniciarla. Esto implicaria que durante todadia de los organismos, desde el
cigoto hasta las gametas producidas por el adultoalemma la expresion de factores

asociados a la pluripotencia coBet4, y esta expresion contintie en su descendéhcia

Vias de transduccion de sefiales involucradas en el mantarim del estado
indiferenciado

Un creciente nimero de grupos de cientificos utilizacdhdas madre embrionarias

de raton para desarrollar sus tareas de investigamosjderando ademas que el uso de las
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mismas no esté sujeto a regulacion legal. Para efltaséienen cultivos de CME en estado
indiferenciado y también se induce su diferenciaciémhas tipos celulares pertenecientes
a las tres capas embrionarias. El medio de cultivo néagsara propagar y mantener en
estado pluripotente a estas células es muy costoso deladwecesidad del agregado de un
factor, LIF Leukemia Inhibitory Factqr

La citoquina LIF activa al factor de transcripcion SBX® (Signal Transducers and
Activators of Transcriptior8), éste es fosforilado y se transloca al nacleo domdlece la
expresion de determinados genes, entre ellos ciiyBu actividad es esencial en células
madre embrionarias de ratdn, para el mantenimiensoisipropiedades esenciales. Como ya
mencionamos, estas son la auto-renovacion, es deciprddiferacion en estado
indiferenciado y la pluripotencia, que es la capacttadenerar los distintos tipos celulares

pertenecientes a las tres capas embriondrias?® *YFigura A).
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Contrariamente, el mantenimiento de las células madrbrienarias humanas
(CMEh) conservando su pluripotencia es independienia dia de STAT3*

Esta reportado que las células similares a fibroldagtee se generan a partir de
CME humanas, mediante la activacion de la via de F&fResan IGF2, y este factor
estarfa involucrado en el mantenimiento de las CME

Los miembros de la familia de factores de transcrip8®AT estan implicados en
funciones celulares con relevancia en mdltiples precdsa sefial es desencadenada por
diversos estimulos y luego de la transduccién deflalsésta culmina con la fosforilacién

de los monémeros STAT, que dimerizan y son activafista activacion promueve su
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localizacién principalmente nuclear donde regulan laesipn de numerosos gertés™ La
actividad de estos factores estd modulada a diferen&esiyue involucran modificaciones
postraduccionales y/o interaccion con otras protéfhas® 32

La regulacion y funcion de los distintos factores STA&pehden en gran medida del
contexto celular. Esto se ilustra claramente con el f&1&T3, que tiene un papel pro-
apoptético en la regresion del epitelio mamario panabién es un factor anti-apoptotico en

T334y en varias células tumoral®s*y, como dijimos anteriormente, es esencial

células
para la proliferacion y el mantenimiento de la pluripoigren células madre embrionarias

de raton.

Uno de los principales blancos transcripcionalesadactivacion de la via de STAT3
es el proto-oncogen y factor de transcripcion c-myen&ntenimiento de los niveles de c-
myc mediante la utilizacion de transgenes inducibledtaesn el mantenimiento del estado
indiferenciado, aun en ausencia de LIF, indicandoeagie factor es un blanco importante de
la via LIF/STAT3 en CME de raton. Una segunda via gegula los niveles de c-myc
involucra a la fosforilacién de la glucogeno-sintetasaaga 3 (GSK3). Cuando la via de
LIF se inactiva, GSK3 es rapidamente activadada y fitsf@ c-myc, llevandolo a
degradacion dependiente de proteasoma (Figura B)otRo lado, la activacion de GSK3
promueve la degradacion de Nanog, factor de trgpws@n clave en el mantenimiento del
estado indiferenciado. Trabajos recientesCidP-seqidentificaron que STAT3 se une al
promotor de Oct4 y Nanog, otorgando informacion e€lpgara entender como se mantiene la

pluripotencia de las CMEH.
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La via de sefalizacion de PI3K esta involucrada eftiptes procesos celulares,
como la proliferacién, apoptosis y diferenciacfdnun efector fundamental de esta via es la
proteina quinasa B (PKB)/AKT1. Numerosas evidenciasugstnan que la via de PI3K es
crucial para el mantenimiento del estado indiferenciagdestias células. La inhibicion de la
via de PIBK/AKT promueve a la diferenciacion de las C#Eratdén, ain en presencia de
LIF **. A medida que estas células se diferencian, la activiédd via declina, consistente
con la importancia de la misma en el mantenimiento SI€ME de raton. Por otro lado, la
activacion sostenida de la via mediante la expresion eatdpi mutantes constitutivamente
activas retrasa significativamente la diferenciacion de @MEa via PI3K/AKT funciona
mediante la inhibicion de la via de GSKS3, resultando ezummento de los niveles de c-myc
y Nanog, ambos fundamentales en el mantenimiento stiedi@ indiferenciadd® 2 > 4°
(Figura B).

Otra via implicada en la auto-renovacion de las CMEraén involucra la
sefializacion por proteinas morfogénicas del hueso JBMIP particular BMP4. Si bien
BMP4 generalmente no se agrega como factor recontbjnemmo es el caso de LIF, esta
presente en el suero fetal bovino (SFB) en el cual se aultas CME de ratdn y parece
tener efectos importantes en el mantenimiento del estatiferenciado. BMP4 actia
promoviendo la expresion de los genes Id1 e Id3guades inhiben la diferenciacién neural.
El trabajo de Ying y colaboradoréSfue el primero en remarcar que la autorenovacion de
las CMEs tiene que deberse a una serie de eventoslimados que implican
simultaneamente el mantenimiento del estado indiferemcigdel bloqueo de la
diferenciaciéon. De esta forma, la presencia de BMR#bén la diferenciacion hacia
ectodermo neural, que utiliza la via de ERK, mientgae LIF actuaria inhibiendo la

diferenciacion hacia los linajes endodermo y mesodé¢Figara C).

LIF
CME Endodermo

» \
{/ ‘\! =" Mesodermo
@ \
/" Células nerviosas

| ERK kr/‘
|p38 W“PK_‘ |id1 and 1d3 |
‘\ / Figura C. Auto-renovacion de las CME mediada por itoquinas.
BMP

Extraido y modificado de Kikyo y colaboradofés
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Factores y vias de sefalizacion involucradas en la proditgon

Actualmente, muchos grupos de investigacion abordastetiio de los mecanismos
epigenéticos como la estructura del estado de metildelbGADN que contribuye al proceso
de auto-renovacion y diferenciacion, pero se sabg puco acerca de la relaciéon del
metabolismo en la auto-renovacion y la diferenciatédmprana de las CME. Asimismo, las
mitocondrias juegan un papel importante en el metaboldelos carbohidratos, lipidos y
proteinas y funcionan como un centro coordinador slesdéiales intrinsecas y extrinsecas
para dirigir el crecimiento, proliferacion, diferenciaciémyerte celulaf®.

Las disfunciones mitocondriales tienen un papel itgmte en el envejecimiento y
en la apoptosis, y contribuyen al desarrollo de unliamgspectro de enfermedades,
incluyendo neuro y miopatias. Estudios recientes en @&Eton y humanas han mostrado
qgue en condiciones de auto-renovacion la CME tipicaangaseen pocas mitocondrias y
estan formando un grupo perinuclear que han delatootrestason capacidad oxidativa
restringida. En la diferenciacion, las CME de ratommanas desarrollan crestas numerosas
que aumentan en numero y generan una red reticularsextie estructura tubular. Este
cambio en la morfologia mitocondrial es acompafaolotgsas de consumo de oxigeno
aumentadas y produccion aumentada de ATP, especifitaradravés de la fosforilacion
oxidativa“®, En este trabajo demostraron que al atenuar la furmifocondrial, usando
CCCP (protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenyimmine), se evidencia por una
caida en el nivel celular de ATP vy el correspondient@mento en el nivel de especies
reactivas de oxigeno (ROS); se retrasa la velocid@dadigeracion en la auto-renovacion de
CME de ratén y humanas como también en CMPI| humd&iagecimiento de las CME y
CMPI en presencia de CCCP disminuye los niveles de AifRel estado diferenciado
causando un retraso en todas las fases del ciclo céulague la proliferacion de las CME
y CMPI en estado indiferenciado fue afectada enepiea de CCCP, la pluripotencia fue
preservada. En estudios previos han demostrado qustado indiferenciado, las CME
normalmente expresan niveles mayores de genes glumsliticmparado con las CME
diferenciada$®. Estos resultados indican una interesante dicotden@jto-renovacion de
los CME puede requerir la funcién mitocondrial para taliferacion, mientras que la
glucolisis sostiene la regulacion de la red pluripoteosiaegulada por Oct4, Nanog y Sox2.
Estudios previos habian demostrado que las CME adkiv bajo condiciones de auto-
renovacion se caracterizaron por la presencia de mitivies punteadas y globulares, junto

con el consumo de oxigeno y niveles de ATP reducigmsiesultados sugirieron que tanto
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para la auto-renovacion de células CMEh y CMPI laliferacion esta sostenido por la
fosforilacion oxidativa realizada por los grupos perieaes de las mitocondrias. En
contraste, los CME diferenciadas tienen una red extd@saitocondrias ramificada y un
aumento en el consumo de oxigéfio

Sin embargo, la proliferacibn es un proceso celulampiejo que involucra

diferentes mecanismos y vias de sefializacion que aetlsun regulacion.

Las CME exhiben un ciclo celular muy inusual, caraaelo por una fase G1 corta
y una alta proporcion de las células en fase S,alesta asociado con un mecanismo unico
de regulacion del ciclo celular.

El péptido natriurético cerebral (BNP), un miembro defdmilia del péptido
natriurético, es producido predominantemente en ezéor, y se reporto recientemente que
BNP es expresado en los cardiomiocitos derivados deNHs *°. Los efectos fisiologicos
de los péptidos natriurético son iniciados por la u@id@os receptores de guanilato ciclasa
particulares; el receptor del péptido natriurético del #p@NPR-A), éste es sensible al
péptido natriurético atrial (ANP) y BNP; el receptol géptido natriurético del tipo B
(NPR-B), el cual es especifico para el péptido nadtico del tipo C (CNP). Ademés, se ha
demostrado que modulan el crecimiento y la proliféradelular. Estudios realizados en
distintos tipos celulares mostraron que el ANP y BNRieen importantes funciones
autdcrinas y paracrinas, tales como modulacién @eliroiento de miocitos, apoptosis y la
proliferacién en las células musculo li&b Ademas, se ha encontrado que BNP exdgeno
puede aumentar la propagacion de las CMEm, sugoidadoresencia de receptores de
péptido natriurético funcionales en células madre @mérias. Han encontrado que el BNP
y su receptor NPR-A se expresan especificamentdvdhi@diferenciadas, y la sefializacion
de BNP juega un papel importante en el mantenimienta peoliferacion de las células ES
%9, Se ha reportado quelelockdowrde BNP, suprime significativamente la proliferacién de
las CME disminuyendo el porcentaje de las célulafasm S y acumulacion de las células
en las fases G1 y G2/M. El mecanismo implicado en danatacion de las células en fase
G2/M es desconocido, sugiriendo que BNP podria tenepapel en la regulacién de la
transicion G2/M y G1/S en las CME Ademas eknockdowrde BNP en las CME conduce
a una marcada disminucion en los niveles de GMPc yethecion significativa en el nivel
del ARNm de NPR-B. Es probable que los niveles reliscde GMPc en las CME sea un
reflejo de los niveles reducidos del ARNm de NPR.:B
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Los desdrdenes fibroproliferativos, estan caracterizadosan aumento y deposicion
de proteinas de la la matriz extracelular en los tejidasVEC es un complejo altamente
dindmico que varia en composicion segun la ubicad@riejido y el contexto fisiologico.
Los diferentes tipos de colageno son las proteinds Eié&C predominante identificados en
lesiones fibréticas y en las enfermedades fibroprotifers, pero las distintas variantes de
fibronectina también estan presentes en grandes casgigade encuentran en aéreas de
fibrogenesis activa®>2

Las fibronectinas son glicoproteinas de la MEC queajnemultiples funciones,
entre ellas, proliferaciorr® % adhesion y migracién celular durante el desarrollo
embrionario, sanado de herid48?y en la progresién tumorai.

Las moléculas de FN son dimeros que consisten denislaloles con un peso
molecular de 249-280 kDa unidos por dos puentedfdisuen el extremo carboxilo de la
proteina *°. Esta glicoproteina puede ser encontrada en forma lsolben altas
concentraciones en el plasma sanguineo (FN plasm&tiéaj’ Existen dos formas de FN,
cada una de ellas pudiendo presentar diversas nsa$orfibronectina plasmética, que es
soluble y producida Uunicamente por los hepatocitos ycguela a altas concentraciones, y
la fibronectina celular (FNc) producida por un grupm células durante el desarrollo, en
zonas de morfogénesis activa y remodelado de t&jjdes depositada en las fibrillas de la
MEC vy contiene proporciones variables del dominio egatipo A o B (EDA o EDB,
respectivamentej®>2 Una diferencia importante entre FNc y la FN plasméagisaque
Unicamente la FNc puede incluir alguno de los exom®s & EDB (dominios extra A y B,
también denominados EDII/EIIIB y EDI/EIIIA) presentas @na Unica repeticion de tipo
1l 50-52, 56, 5.7

Ciertos componentes de la MEC, como la laminina, apamcitemprano en la
evolucion, mientras que la fibronectina, emergié sololosnvertebrados en el sistema
circulatorio, principalmente en el endotefi@ La FN se encuentra distribuida en bajas
concentraciones, a lo largo de toda la matriz extramelsintetizada por fibroblastos
humanos y condroblastos. La fibronectina celular aspuoteina de adhesion que al unirse a
los receptores de integrina y componentes del colagerdja la interaccion entre las
células y su ambienté.

La digestion proteolitica de FN revelé multiples regiohexionales. EI CCBD,
dominio C-terminal de unién a heparina (es el domitdcadhesién celular mas importante

de la FN y contiene el motivo Arg-Gly-Asp (RGD)) guereconocido por los miembros de
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la familia de integrinas de los receptores de adhesittacéncluyendoa5p1,avp1, avp3,
avps, avvbp3, y as8pl .

Existen evidencias que FN no solo actia como susteata @adhesion celular sino también
transduce las sefiales bioquimicas a través de la meanptasmatica via receptores de
integrinas regulando la proliferacion, diferenciaciénppptosis celular®. Las integrinas
son glicoproteinas de transmembrana que forman reesptbeterodimericos funcionales,
ap-receptores; que se unen a ligandos de la MEC o stétaias de adhesioén ancladas a la
membrana celular. La activacion de las integrinas inicia cascada de sefalizacion
intracelular que regula numerosos funciones celularelkyygndo migracion, proliferacion
celular, supervivencia y apoptosis Estudios genéticos en ratones y peces han destatado u
papel fundamental para FN y su receptor primaldointegrina a5B1, en el desarrollo
temprano de los vasos sanguineos y fisio-patologiasileass. En ratondsnockoutpara
FN, los embriones mueren el dia 9.5 con defectosular®s severos, igual fenotipo que
presentan los ratones knockgata a5 >’. La integrina a5B1 contiene a la secuencia RGD
en su secuencia funcional y es la integrina prin@gptesada en CME de ratdn. Asimismo,
es el receptor primario de la fibronectina que se emica en la matriz extracelular y en la
mayoria de las células, y su expresion es incremamtar su ligando FRE.

La interaccion de FN con integrinas estimula la fakfoibn de varias proteinas
celulares incluyendo FAK y pl130Cas y ademas estinaulactivacion de la familia de
proteinas tirosina quinasa SRC y las quinasas ERK1 y2ERdemés, FN induce la
expresion de ciclina D1 y la subsecuente activacion denp&liante hiperfosforilacion, por
lo tanto, media la progresion del ciclo celular a tralgésa fase G°. La FN y el receptor
a5B1 juegan un papel critico en el desarrollo de los vasos sanguineos en ei@nde raton
y en los cuerpos embrioides diferenciados a partiaslEME®,

Se ha reportado que los cambios conformacionales gedfbvidos por el sustrato,
conducen a diferencias en la unién a la integrtiffl y a tener diferentes funciones,
cambiando entre la proliferacion o diferenciacion leeluAsimismo, demostraron que la
conformacion de FN o de5p1 puede ser modificada para regular la interaccion digan
integrina y la via de sefializacién mediada por la intagfin

El ARNm de fibronectina es el producto de un Unico gdricado en el
cromosoma 2. Las variantes son generadas por spéittgrgativo del ARNm precursor o

modificaciones post-traduccionales, este procesaoesilado por citoquinas.
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FN posee tres segmentos dplicing alternativo; EDA, EDB y llICS. Los
segmentos EDA y EDB cada uno de ellos son codifegutor un Gnico exén, y ambos
incluyen la repeticion de tipo Il intacta *°

Las variantes de FN que poseen EDA y EDB son generpda splicing
alternativo del pre ARNMY, y son completamente independienfe¥,

Ya que las FNs que contienen el segmento EDA y/o EDB altamente
expresadas en tejidos proliferativo y migratorio, es frlebgue las FNs que contienen estos
segmentos extra jueguen un papel importante al pronpootderacion y migracion celular
% adhesién, secrecién, diferenciacion y progresiéhdiclo celular®’. A pesar de la
evidencia acumulada para la expresion reguladasi&Ns que contienen EDA o EDiB
vivo, alin no se conocen completamente las funcionesgiiakde ambas isoform#s>® >>
°’_ Se sabe que FNc que incluye EDA, ademas denomfddambrionaria u oncofetal, es

un sustrato importante para la migracion, adhesioneyatitiacion de los miofibroblastos
50-52

Por otra parte, el dominio EDB es una repeticion comdiogia al tipo llI,
compuesta de 91 amino&cidos y se encuentra normalmeigemente en los tejidos
embrionarios® y en tumores malignos de mama e hig&da

Ratones corknockoutsimultaneo de ambos exones, EDA y EDB tienen fenotipo
letal embrionario similar a aquellos animate®ckoutpara FN, lo que resalta la importancia
de FNc enddgena producida para la formacion de lesosuvasosn vivo. Aunque células
BAE deficientes en FN son incapaces de ensamblar Fhblsp estas células pueden
remodelar FN plasmética cuando es adsorbida emporte rigido, en una conformacion
extendida, parcialmente activa en células madre enavigsnde ratoknockoutpara FN. En
este caso, las células knockout para FN fueron eapde ensamblar la FN plasméatica
agregada exogenamente, cuando las células fueamugadas sobre FN plasmética
adsorbida o laminina, pero no cuando fueron plaqsesatare vitronecting.

Se reportd que las isoformas que contienen el sdgniDA eran mas potentes
que aquellas que carecian del mismo al promover lasaith y migracion celular. Este
incremento es causado por la union aumentada de EDAirelgrina a531. Ha sido
reportado en cultivos de células CHO, que el segmEBt4, pero no EDB, potencia la
habilidad de las FNs para promover la proliferaciéiular >,

Los factores fisiolégicos o patoldgicos que induleeproduccién de FN que incluye

EDA estdn escasamente definidos, aunque los mecanismlesulares que regulan el
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splicing alternativo han sido bien descriptos. Interesantemeni®,de los factores que
promueven la inclusion de EDA es T@F; una citoquina implicada en desérdenes
fibroproliferativos. El tratamiento de fibroblastos hums&nnormales con cantidades
picomolares de TGB-produce un aumento de 2 6 3 veces de FNc que incluye EDA relativo
a FN total, asimismo, FNc que incluye EDA es necegaaia la induccion de un fenotipo
miofibroblastico a través de TGF:Esto demuestra que TGF-p esta presente en los sitios de
fibrosis y es un factor de crecimiento pro-fibrético; aeelas vias mediante la cual TGF-
promueve la fibrogénesis podria ser via la inducc&#fMc que incluye EDA, que a su vez
promueve la diferenciacion de las células mesenquiraaiesfibroblastos fibrogénicod”

52

Considerando el promisorio potencial terapéutico dedadas madre embrionarias
1% 7.8y teniendo en cuenta que un importante factor limitastel mantenimiento de las
mismas en cultivo preservando su estado pluripoterite® * resulta de importancia la
comprension de los mecanismos implicados tanto en eleniariento de sus propiedades
fundamentales como en su proliferacion. Asimismo, caporte al conocimiento basico
para uso general de la comunidad cientifica, podridesgran relevancia la identificacion

de mecanismos alternativos involucrados en procesoarfuemales.

Hipotesis y Objetivos

Resultados preliminares de nuestro grupo indican qie pesible propagar células
madre embrionarias en un medio de cultivo condiciopedaina linea celular de granulosa
bovina (BGC)®, establecida anteriormente. La linea BGC secreta giarsidad de
factores, con lo cual podriamos estar posibilitandmaitenimiento de las células a través
de un mecanismo novedoso. Por otra parte, obserescioitiales parecen indicar que las
células propagadas en este medio presentan coloniasaytr tamafio que cuando son
cultivadas en medio de proliferacién estandar. Esta eezélulas de granulosa bovina fue
originalmente seleccionada por sus propiedades mittagrobre células de la misma linea
y sobre cultivos primarios de células de la granultsaEste efecto mitogénico fue
adjudicado a una isoforma particular de fibronectifdAFEDA+, presente en el medio
condicionado %2 Si bien, muchos de los factores expresados piémda BGC podrian ser

responsables de sus efectos sobre CME, aun nonsildwtificado con certeza todos los
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factores que podrian estar implicados. Incluso, podti@rhnuevos factores que involucren

mecanismos novedosos y que participen de manera indivadconcertada.

Sobre la base de las evidencias presentadas, ptaogdas siguientes hipotesis:

1. Existen factores en el medio condicionado (MC) secretpdok linea BGC que
permiten la propagacion de CME manteniendo sus gadagies esenciales; auto-
renovacion, es decir su capacidad de proliferaciérestado indiferenciado y
pluripotencia, que es la capacidad de diferenciassetipos celulares
pertenecientes a las tres capas embrionarias.

EI MC produce un incremento en la tasa de proliferad®tas CME.

Una isoforma de FN en particular, secretada por la€ B@resente en el medio
condicionado, FN EDA+, seria responsable del aumenim @moliferacion de las
CME producido por el MC.

El objetivo general de este trabajo es estudiar los risseas moleculares implicados

en el mantenimiento de las propiedades fundamentaletaypealiferacion de CME.

Basandonos en el objetivo general y en las hipotesisilpdas, planteamos los

siguientes objetivos especificos:

Estudiar si diferentes lineas de CME pueden ser cd#s/aen el medio
condicionado por la linea de granulosa bovina pvesdo sus propiedades
esenciales: auto-renovacion y pluripotencia.

Analizar la expresion de factores que podrian ser oresbles del

mantenimiento de las propiedades fundamentales de MEE én la linea

condicionadora.

Estudiar la proliferacion de las CME cultivadas en etlim condicionado.

Investigar el efecto de la FN EDA+ sobre la prolifédaale las CME.
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Resultados

Partel

Las células madre pluripotentes, pueden ser cultivadasiermedio condicionado
por una linea celular de granulosa bovina, preservandss propiedades esenciales
y aumentando su proliferacion
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Con el propoésito de estudiar si el medio condiciondd@) por la linea celular de
granulosa bovina BGC permite cultivar las células maaindrionarias, en primer lugar
trabajamos con la linea de CME de raton (CMEm) CAR8nuestros primeros ensayos,
cultivamos estas células, tanto en su medio de progaghabitual suplementado con LIF
(MP), como en el medio condicionado mencionado, parad@r si éstas mantienen sus
propiedades basicas a lo largo de los sucesivos paSaje® mencionamos anteriormente,
las propiedades basicas que tienen las CME sondar@bvacion, es decir la proliferacion
en estado indiferenciado y la pluripotencia, que esfeacidad de generar todos los distintos
tipos celulares. Esta ultima se evalia analizando leedié&cion a tipos celulares derivados

de las tres capas embrionarias: endodermo, mesodeeniodermd™ 33

Las CME fueron cultivadas sobre gelatina para evitartéaferencia que introducen
las células de lgeeder layeral sistema, tanto si el medio de cultivo utilizado fukie o el
MC. Observamos que las CME propagadas en MC y emigiftraron la morfologia tipica

de colonia de CME indiferenciada (Figura 1).

Figura 1. Las CME cultivadas en MC presentan morfologia simdr a las propagadas en MP estandar
Fotomicrografia de colonias propagadas en los diss mediosLas CME CGR8 fueron propagadas al menos tres
pasajes en el medio correspondiente. Derecha: Clvadas en MP, izquierda: CME cultivadas en M@s células
propagadas en MC forman colonias con la morfoldgpa de célula madre embrionaria de ratén.

A continuacién, para estudiar si las CME podian sepagadas en el MC, evaluamos
una de las propiedades basicas, la auto-renovaesma. ello, las CME fueron cultivadas
sobre gelatina con el MP o el MC al menos tres pasajedias. Luego extrajimos ARN de
cada condicién de cultivo, preparamos ADNCc y evaluapouosRT-PCR la expresion de los
marcadores propios de estado indiferenciado de las,@bmo Oct4, Sox2, Nanog, Ecatl,
Rex1 y KIf4 %% Asimismo, fijamos colonias de CME y analizamos laresion de Oct4 y

SSEA-1, también marcadores de estado indiferenciadbiante inmunofluorescencia.
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Observamos que las CME de la linea CGR8 propagaaés en MP como en MC
expresaron los marcadores de estado indiferenciatdlh Sax2, Nanog, Ecatl, Rex1 y Kl4,

incluso en el pasaje 17, un pasaje avanzado (Figura 2)

MP MC MP mcC
Pasaje 4° 4° 17° Pasaje
octs [ e
o2 [l ECAT!

Figura 2. Las CME cultivadas en MC expresan genes marcadoreke estado indiferenciadoLas CME CGR8 fueron
cultivadas en MP o MC durante al menos 3 pasajéglas. Las CME en ambos medios presentaron exprels genes
marcadores de estado indiferenciado (Oct4, SoxhoaEcatl, Rex1 y Klf4). Se muestra un resultapoesentativo de
condiciones evaluadas por triplicado en réplicagapendientes de cada condicion.

Asimismo, observamos por Inmunofluorescencia, |sqeia de los marcadores de

estado indiferenciado Oct4 y SSEA-1, en las coloaidsvadas en ambos medios (Figura
3).
MP MC

Para evaluar la pluripotencia, la otra propiedad foretdal de las CME, estudiamos

Octd

Figura 3. Las CME cultivadas en MC expresan
genes marcadores de estado indiferenciadbas
CME CGR8fueron cultivadas en MP o MC al
menos 3 pasajes o 7 dias. Se evalué la presencia
de marcadores de estado indiferenciado (Oct4 y
Ssea-1) mediante Inmunofluorescencia.
Fotomicrografia de colonias representativas de
CME cultivadas en MP o MC.

S5EA

su capacidad para diferenciarse a tipos celulares peieates a las tres capas germinales,

mediante un protocolo de diferenciaciarvitro no dirigido.
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Para ello, cultivamos las CME CGRS8 sobre gelatina deraes pasajes en MP o
MC, luego, mediante el protocolo dtanging dropindujimos su diferenciacién. Como
observamos en la Figura 4, al inducirse la diferenmiadie las CME, ambas poblaciones

formaron cuerpos embrioides (EBs) de morfologia aimil

Figura 4. Las CME previamente propagadas en MP y MGormaron cuerpos embriodes de morfologia similarLas
células CGR8 propagadas en MC conservan su capécita formar EBs al ser sometidas a un protocolo de
diferenciacion in vitro. La morfologia de los EBssemejante en las células propagadas en ambdssned

Estudiamos la pluripotencia de las CME propagadas eretd@liando la expresion
de los marcadores de las tres capas embrionarias &awhyury, gen marcador de
mesodermojo-fetoproteina, gen marcador de endodermo; Mespl gl2y, Imiocardina,
genes marcadores de mesodermo tardio. Para ello, rexsafARN de los cuerpos
embrioides provenientes de CME previamente propageda¥lC, preparamos ADNc y
mediante RT-PCR detectamos la expresion de los geassdores de diferentes linajes
mencionados.

Observamos que los cuerpos embrioides de las CME8C@Bpagadas en MC
sometidas al protocolo d¢anging drop in vitrg expresan genes marcadores de las 3 capas

embrionarias (Figura 5).
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MC — MD
A
Brachyury
o-fetoproteina |
B-actina [
B

Mesp1 - Figura 5. Los EBs derivados de CME propagadas en M@xpresan genes
Mesp2 [ marcadores de los tres linajesLas CME cultivadas en MC preservan su
pluripotencia, evidenciada al inducir su diferendidn in vitro. Brachyury, gen
Ist1 [ marcador de mesodermsfetoproteina, gen marcador de endodermo; Mespl y
miocardina [l 2 sl y, miocardina, genes marcadores de mesodeartio. Se muestra un
. resultado representativo de condiciones evaluadas tpplicado en réplicas
p-actina B  independientes de cada condicion.

Para extender nuestros resultados, nos propusimos esali@as lineas de CME,
tanto de ratébn como de origen humano, propagadas erpid€ervan sus propiedades
bésicas. Esto podria ser de fundamental importaeeci gu futura aplicacion en la terapia

con células madre.

A continuacién, evaluamos las lineas CME de raton NBe@FP y GKGFP,
cedidas por los Dres. Sean Wu y Niels Giejsen, respewivie y generadas
independientemente. Ambas lineas fueron cultivadas ggana y propagadas tanto en
MC como en MP. En ambas condiciones de cultivo, esta$imas, al igual que habiamos
obtenido con la linea CGR8, expresaron marcadoredagoeisdiferenciado detectados por
RT-PCR (Figura 6, linea GKGFP) e inmunofluoresceifEiguras 7; linea Nkx2.5eGFP,
Figura 8; linea GKGFP).

‘MC  MP
Oct4
SOX2 S .
—
Kif-4 e
Rex-1! S |
Figura 6. Las CME GKGFP cultivadas en MP o MC exprsan genes marcadores de
Ecat | estado indiferenciado Las CME fueron propagadas en el medio indicado.egrajo
ARN de las colonias propagadas en ambas condicignes analiz6 la expresion de

C-Myc S 8 marcadores de estado indiferenciado por RT-PCR. rBeestra un resultado
representativo de condiciones evaluadas por tgui en réplicas independientes de

Actina 8888 888 (¢ada condicién.
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Figura 7. Las CME propagadas en MP o MC expresan maadores de
estado de indiferenciado Las CME Nkx2.5eGFRueron propagadas en el
medio correspondiente, las colonias fueron fijaglase detecto la presencia
de marcadores de estado indiferenciado. Fotomiafigs de tinciones de
inmunofluorescencia representativas de colonia€hHe cultivadas en MP o
MC.

MC

Visible
&
r i

"‘J;'-’_-'%"'- ‘:ﬁ SSEA1
g; ' - ! Figura 8. Las CME propagadas en MC

'_- 3 ' expresan marcadores de estado
e ’ indiferenciado. Las CME GKGFP fueron
¢ o propagadas en el medio correspondiente, las
- colonias fueron fijadas y se detectd la
(< o presencia de marcadores de estado
[y | indiferenciado.

Finalmente, con el proposito de extender nuestros rdesl&lineas celulares que se

encuentren ampliamente distribuidas en la comunidad @en@#dquirimos comercialmente
las lineas de CME de ratén R1 y Ainv 15, esta ultimvdea de la linea E14. Las CME
Ainv15 y R1 fueron cultivadas sobre gelatina tanto en ¢6@o0 en MP y estudiamos si
éstas podian ser propagadas en MC preservandoapisdades esenciales. En la Figura 9
observamos colonias de las CME Ainvl5 mostrando tafatogia tipica de colonia
indiferenciada. Los mismos resultados fueron obses/ao las colonias de CME R1
(resultados no mostrados). Por otro lado, cuandovanits a las CME, ya sea en su medio
de propagacion estandar, pero en ausencia de LIFL{MP o en un medio condicionado
por una linea celular diferente (MC-HEK), observampa morfologia claramente diferente
a la esperada para colonias en estado indiferend@adespondiente a células diferenciadas
(Figura 9).
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Figura 9. Las colonias de las CME propagadas en MC presentanorfologia de colonia indiferenciada similar a las

propagadas en MP.Fotomicrografia de colonias CME Ainv15 propagadas o MC Las CME fueron propagadas

al menos tres pasajes en el medio correspondidfite, MC, MP sin LIF (MP-LIF) y medio condicionadorda linea
HEK (MC-HEK).

Asimismo, observamos que las CME Ainv15 propagadds &mMP como en MC
expresaron marcadores de estado indiferenciado Ock2, 8tanog, Ecatl, Rexl y Kl4
detectados por RT-PCR (Figura 10).

MP-LIF  MP MC
Oct4

Sox2

Nanog

KlIf4

Rex1 Figura 10. Las CME propagadas en MC o MP expresan

genes marcadores de estado indiferenciadhas CME Ainv15
cultivadas en MP o en MC presentaron expresionlainte

genes marcadores de estado indiferenciftigratl: Rex v K4 g
muestra un resultado representativo de condicicaeduadas
por triplicado en réplicas independientes de cadadicion.

Ecatl

]
=xrx
X ]
—
| o)
| e eme |
ey

actina

Asimismo, observamos por inmunofluorescencia, les@ncia de los marcadores

Oct4 y SSEA-1 en las colonias cultivadas en ambosas¢Higura 11).
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Oct4

DAPI

SSEA-1

DAPI

Figura 11. Las CME cultivadas en MC expresan marcadores de exlo indiferenciado, Oct4 y SSEA-1Las CME
Ainv15 fueron propagadas en el medio correspondiente, dalenias fueron fijadas y se detect6 la presenaa d
marcadores de estado indiferenciado. Fotomicrogrdf colonias representativas de CME cultivadasi®no MC.

Ademas, propagamos las CME Ainvl5 sobre gelatina en NWCpluego de tres
pasajes, sometimos a las células al protocoldat®ying droppara inducir su diferenciacion
no dirigidain vitro. Como observamos en la Figura 12, al inducir suefifgacion, ambas

poblaciones formaron cuerpos embrioides.
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Figura 12. Las CME previamente propagadas en MC fanan cuerpos embrioides Fotomicrografias de EBs a lo
largo del tiempo. Las colonias de las CME Ainvldpagadas en MP o en MC fueron sometidas a un qotiicde
diferenciacion in vitro. Las CME propagadas en M@servan su capacidad de formar EBs. La morfologidos EBs es
semejante en las células propagadas en ambos métli@sierpos embrioides en suspension. B, cuenpisi@ides en
adherencia.

Asimismo, evaluamos la pluripotencia de las CME Ainpiépagadas en MC, por
RT-PCR (panel inferior) e Inmunofluorescencia (pawgderior). En los EBs derivados de
células previamente propagadas en MC, detectamogfes®din de genes marcadores de

diferentes linajes, incluyendo marcadores de linajei@end Figura 13).
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MC

EBs colonias

o —
Brac hyurj..f _ Figura 13. Los cuerpos embrioides derivados de cddhs de la linea

propagadas en MC expresan marcadores de los treisdjes. Las CME

Nkx2.5 _ Ainv15 cultivadas en MC conservan su pluripoteneiadenciada al inducir

su diferenciacion mediante el protocolo de Hangiingp. Brachyury yo-
actina de musculo liso yaAML), genes marcadores de mesodewno;

Miocardina _ fetoproteina (AFP), gen marcador de endoderifidl; tubulina (837), gen

marcador de ectodermoNkx2.5 y miocardina, genes marcadores de

3 . _ mesodermo tardio. Se muestra un resultado reprasemtde condiciones
[ -actina evaluadas por triplicado en réplicas independiemtesada condicion.

A continuacion, evaluamos la pluripotengiavivo, mediante el ensayo de obtencién
de teratomas. Para ello, inyectamos en ratones inmpmogdos, células de la linea
Ainv15 que habian sido propagadas en MC durante tezggsa Como control, inyectamos
de manera contra lateral células que habian sido mdpagen medio de propagacion
estandar. En ambas condiciones, los tumores sedn@sidentes entre 2 semanas y un mes
luego de la inyeccion, y presentaron tejidos pertenées a las tres capas embrionarias,
detectados mediante analisis histolégico y por inmunohigtiga (Figura 14). Estos
resultados demuestran que las células propagadas gmeédé€rvan su pluripotendia vivo.

Pagina 29



Noelia lvana Losino

Figura 14. Las CME Ainv1l5 propagadas en
MC originan teratomas que presentan tejidos
con células derivadas de las tres capas
germinales. Las CME fueron cultivadas al
menos 3 pasajes o 7 dias en MC previo a la
inyeccion en ratones inmunosuprimidos. Luego
de 2 semanas post-deteccién de los tumores,
éstos fueron extraidos quirdrgicamente, fijados
y tefiidos con hematoxilina y eosina. Secciones
de 4um de los tejidos de teratomas fueron
tefiidas con hematoxilina y eosina o
inmunotefiidas. A-G Cortes histolégicos
representativos de los teratomas. Cartilago

(a, flecha), epitelio glandular (b, flecha), y
trabécula o6sea (c, flecha)B Cerebro y
componentes del neuroectodermo primitivo
(derecha superior).C Células escamosas en
medio del epitelio neuroectodérmicMusculo
esquelético (izquierda) y tejido cerebral
(derecha).E Musculo esquelético (izquierda) y
epitelio neuroectodérmico (derecha) con rosetas
neuroblasticas (flecha)F Tejido cerebral.G
Musculo (derecha superior) y epitelio glandular
(izquierda inferior).H-J Inmunohistoquimica-
Tejido muscular inmunopositivo para aAML.
Tejido muscular inmuno positivo para GATA4.
Epitelio neuroectodérmico primitivo
inmunopositivo parglll tubulina

Estos resultados en conjunto indican que las CME dimda IAinvl5 pueden ser

propagadas en MC manteniendo sus propiedades funtidese

Las células madre pluripotentes inducidas propagadas emetlio condicionado

preservan sus propiedades esenciales

En nuestro grupo de trabajo, la Bioquimica Claudia Sodmtablecio diferentes

lineas de células madre pluripotentes inducidas (CMPpartir de cultivos primarios de

fibroblastos embrionarios de ratén. Estas células fuealidadas como verdaderas CMPI

mediante estudio de su auto-renovacién y pluripoteincigitro e in vivo °® © Con el
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propésito de extender nuestros resultados a otro tip@étldas madre pluripotentes,

evaluamos si el MC nos permitia también propagar IE8ICpreservando su estado
indiferenciado. Observamos que las CMPI propagads & MP como en MC durante al

menos tres pasajes, expresaron los marcadoresade @stliferenciado Oct4, Sox2, Nanog,
Ecatl, Rex1 y KIf4 detectados por RT-PCR (Figura 1%y Abservamos la presencia de los
marcadores Oct4 y SSEA-1por inmunofluorescencia (Biglb B). Por otra parte, la

mayoria de estos marcadores disminuye su expresiédauas células son cultivadas en
MP en ausencia de LIF (Figura 15 A, MP-LIF).

MP  MC MP-LIF

oct4 [
Sox2 | I
Nanog | Y N
Rex! [ I
Ecatl = -
kif4 I
actina

A

Oct4

DAPI .
Figura 15. Las CMPI propagadas en

MC expresan marcadores de estado
indiferenciado. Las CMPI 20 se
cultivaron en MP, MC o MP-LIF al
menos 3 pasajes 0 7 dias. Se muestra un
resultado representativo de condiciones
evaluadas por triplicado en réplicas
independientes de cada condicién. A,
las CMPI presentan expresion de los
genes marcadores de estado
indiferenciado Oct4, Sox2, Nanog,
Rex1, Ecatl and Klif4. La expresion de
actina fue utilizada como control. MP
sin LIF (MP-LIF) B, iméagenes
representativas de inmunotinciones de
CMPI de los genes marcadores de
estado indiferenciado Oct4 y SSEA-1. El
nucleo fue tefiido con DAPI.

SSEA-1

DAPI
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Evaluamos la otra propiedad basica, la pluripotemriapntramos que al igual que
las CMPI propagadas en MP, las CMPI que habiangmidpagadas en MC, dieron lugar a
cuerpos embrioides que expresaron marcadores padetes a los diferentes linajes,

detectados por RT-PCR e Inmunofluorescencia (Figéira { B, respectivamente).

A MP MC

Brachyury
Nestina

Actina

aAML

DAPI

Figura 16. Las CMPI propagadas en MP y MC forman cerpos embrioides que expresan genes marcadores de
distintos linajes. Las CMPI cultivadas en MP y MC conservan su plugpeia, evidenciada al inducir su diferenciacion
mediante el protocolo de Hanging drop. A, RT-PCRjelees pertenecientes a las 3 capas embrionari@shBury, gen
marcador de mesodermafetoproteina (AFP), gen marcador de endodermo;tiNesgen marcador de ectodermo. B,
Inmunofluorescencia de proteinas pertenecientes diferentes linajesz-actina de musculo liso yAML), marcador de
mesodermogp-fetoproteina (AFP), marcador de endoderngtl] tubulina (37), marcador de ectodermo. Se muestra un
resultado representativo de condiciones evaluadadriplicado en réplicas independientes de cadadicion.

A continuacion, estudiamos la pluripoten@imavivo de las CMPI propagadas en
MC.Estas células dieron origen a teratomas, cuando rfu@rgectadas en ratones
inmunosuprimidos. Los tumores generados presentaraiogepertenecientes a las tres

capas embrionarias, detectados mediante analisis histolggmar inmunohistoquimica
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(Figura 17). En resumen, con estos resultados deanuss$rin vivo que las CMPI

propagadas en MC preservan su pluripotencia.

e
(7

Figura 17. Las CMPI propagadas en MC originan terabmas que presentan tejidos con células derivadas ke tres
capas embrionarias.La CMPI fueron cultivadas 3 pasajes o 7 dias enC pfrevio a la inyeccién en ratones
inmunosuprimidos. Luego de 2 semanas post-detedeidas tumores, éstos fueron extraidos quirdrgere fijados y
tefiidos con hematoxilina y eosina [20]. Seccionegrasentativas de #n de los tejidos de teratomas muestran la
diferenciacion de las CMPI a los diferentes linajastejido epitelial ciliado, b; musculo liso, cglulas sanguineas, d:
tejido neural, e; tejido neural primitivo, f: vassanguineos. El tercer panel muestra una imagerliadapde una seccion
diferente de la misma region del panel central.

Las células madre embrionarias humanas pueden sempgagadas en el medio
condicionado preservando su estado indiferenciado

Los resultados presentados hasta aqui fueron realizadosélulas madre
embrionarias o en células madre pluripotentes inducataambos casos de raton. Si bien
los modelos murinos son de gran interés cientificqumpermiten el avance en el estudio y
la comprensién de los mecanismos, reconocemos lartamea para la comunidad en
general de avanzar en estos topicos en las CME dmdrignano.

En colaboracién con el grupo del Dr. Santiago Miriule, FLENI, realizamos
algunos ensayos preliminares con lineas de CME hasn@MEh), con el propdésito de
evaluar si éstas podian ser cultivadas en el MC. IS fDeron propagadas sobre una capa
de MEFi en su medio de proliferacion para CME suptgato con FGF2 (MPh), a
continuacién fueron cultivadas al menos un pasaje eniddhantes de comenzar con los
ensayos, para disminuir la cantidad de MEF remangntesgo, al menos tres pasajes en
MC o en el medio de proliferacién estandar utilizada @ME humanas (MPh).

Las CME de la linea HUES-16 cultivadas tanto en MCa@m MPh mostraron la
morfologia tipica de colonias indiferenciadas. Asimismmediante Inmunofluorescencia
detectamos la expresion de la proteina de estado indifeden Oct4. Contrariamente, en el
control negativo, las CME cultivadas en medio de pdiion sin FGF2 (Mh) presentaron
morfologia de colonia diferenciada y disminucion dexpresion deOct4 (Figura 18 A)
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Observamos los mismos resultados en las lineas WAeB95351 (Figuras 18 B y C). Estos

resultados demuestran que estas lineas CMEh tambiéarpsedcultivadas indiferenciadas

en el MC, cumpliendo con una de las propiedades ideside las CME. Finalmente, para

demostrar la otra propiedad fundamental de las CNEri& que evaluar si estas células
preservan su capacidad de diferenciarse al seagaoias en el MC. Planeamos estudiarlo
en un futuro.
A
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Figura 18. Las distintas lineas de CMEh cultivadaen MC presentan morfologia tipica de colonia de adas
indiferenciadas y expresan Oct4.Las CMEh fueron cultivas en MC, MPh; medio de peodicion para CME
suplementado con FGF2 y Mh; medio de proliferagimnFGF2. Las colonias fueron fijadas y se detéatéxpresion de
la proteina de estado indiferenciado Oct4. Lasd;de CMEh utilizadas son: A, linea HUES-16. BediwWA-099. C,
linea S351.

Los resultados aqui presentados, demuestran que leentife lineas de CME y de
CMPI de ratén, pueden ser propagadas en este MC memde sus propiedades
fundamentales, la proliferacion preservando su estadifetienciado y la capacidad de
diferenciarse a tipos celulares pertenecientes &rdascapas embrionarias. Por otra parte,
probamos que el MC también permite propagar CME hushama@nteniendo su estado

indiferenciado. Como ya mencionamos, planeamos estsdipluripotencia en un futuro.

La linea celular BGC expresa factores involucrados eh mantenimiento de las
propiedades fundamentales de las CME

Los resultados hasta aqui presentados, demuestrath medie condicionado por la
linea BGC permite la propagacion de distintas linea<Ch. Por esta razén, con el
propésito de identificar los factores presentes en eldd€,podrian ser responsables de esta
propiedad, a continuacion estudiamos la expresidiosiprincipales factores involucrados
en la propagacién en estado indiferenciado de las @dM&rigen humano y de ratén.

Evaluamos la expresion de IGF2 y FGFb por RT-PCRidimea BGC, ya que estos

factores son los responsables del mantenimiento deloestaiferenciado de las CMER.
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Cultivamos las células de la granulosa bovina en sedianhabitual, extrajimos ARN,
preparamos ADNc y por RT-PCR evaluamos la expresd#tos diferentes factores. Como
mostramos en la Figura 19, detectamos expresion dé& EABF2. Estos resultados, nos
indican que estos factores podrian ser los responsdblemantenimiento del estado
indiferenciado de las CMEh en MC.

Figura 19. La linea condicionadora expresa los gesd=GFb e IGF2. Las BGC
actina fueron propagadas en su medio habitual. Se muestnesultado representativo de

condiciones evaluadas por triplicados en réplicgadeipendientes de cada condicion.

Asimismo, evaluamos la expresion de la citoquina liifias células de la granulosa
bovina, ya que es el factor fundamental para mantaseEME de ratdn conservando sus
propiedades esenciales. Como se muestra en la FigjucarBprobamos que también LIF se

expresa en esta linea de células de la granulogaabov

LIF

Figura 20. La linea BGC expresa el gen LIFLas células fueron propagas en su medio

= habitual. Se evalué por RT-PCR la expresion dettmjuina LIF. Se muestra un resultado

actina representativo de condiciones evaluadas por trgolis en réplicas independientes de

cada condicién.

Como mencionamos en la introduccion, LIF, a travésudeceptor LIFR y GP130,
activa al factor de transcripcion STAT3 produciendofasforilacién y cuya actividad es
esencial en células madre embrionarias de ratongbamantenimiento de sus propiedades
esenciales’®. Esta evidencia concuerda con el estado de fosfdilade STAT3 que
observamos en las lineas Nkx2.5eGFP y GKGFP culaedon propagadas en MC (Figuras
21 panel superior e inferior, respectivamente). Hnbas casos, detectamos por
inmunofluorescencia la presencia de STAT3 fosfoolad

En resumen, encontramos que la linea BGC expresprilosipales factores que
estan involucrados en el mantenimiento de las propiedetdsas de las CME y que estan
profundamente estudiados, por este motivo, descarttambgsqueda de nuevos factores
involucrados en un posible mecanismo novedoso immica el mantenimiento de las
CME en este MC. Por esa razon focalizamos nuestraestgs objetivos en el estudio de
las propiedades mitogénicas del MC, efecto que previgée habia sido observado en otros

tipos celulares, pero nunca habia sido estudiado elas@éhadre.
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Figura 21. El factor STAT3 se encuentra fosforiladoen CME propagadas en MP o en MClLas CME fueron
propagadas en el medio correspondiente, las cobofigeron fijadas y se detectd la activacion de STAkdiante
Inmunofluorescencia. Panel superior; linea CME NEeBFP, panel inferior linea GKGFP. Fotomicrografiale
tinciones de inmunofluorescencia representativas delonias de CME cultvadas en MP o MC.
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El medio condicionado aumenta la proliferacion de ladwés madre embrionarias

Como mencionamos en la introduccién, esta linea BGC dakeccionada
originalmente por sus propiedades mitogénicas. Las eigedemostraron que el MC de la
linea tiene este efecto tanto sobre los cultivos primdeogranulosa como sobre células de
la misma linea celular. Por otra parte, durante ebttanso de los experimentos descriptos
anteriormente, notamos que las colonias de CME culsvataMC, si bien presentaban
morfologia similar, eran notablemente mas grandes cqu@rlapagadas en el medio de
proliferacién estandar.

Dadas estas evidencias, decidimos estudiar el efectoediéd condicionado sobre el
cultivo de distintas lineas de CME de origen independi¢aniéy de ratbn como humanas.

En primer lugar, analizamos la proliferacion editea de CME Ainv15, que es la
que utilizamos principalmente a lo largo de todo estmjoa Cultivamos estas células sobre
gelatina tanto en MP como en MC y observamos quedimias cultivadas en ambos
medios presentaron morfologia similar y caracteristica alenia indiferenciada, pero
aquellas que fueron propagadas en MC siempre resulte mayor tamafio que las que

fueron propagadas en MP (Figura 22), como menciosamteriormente.

Figura 22. Las CME Ainv15 propagadas en MC presentacolonias de mayor tamafioFotomicrografia de colonias
CME Ainv15 propagadas en MP o MC. Las CME fugmmpagadas al menos tres pasajes en el medio qmnekente,
MP o MC. Las CME propagadas en ambos medios f@maolonias con la morfologia tipica de células nead
embrionarias. Las CME propagadas en MC presentamanias de mayor tamafio que aquellas cultivadasiBn

Para estudiar la proliferacion utilizamos diferentes ersalfm todos los casos,
plagueamos las células sobre gelatina y las cultivamosl enedio estandar durante 24
horas. Luego, una vez que las células ya se habiaridaltal sustrato reemplazamos el

medio por MP o MC. La proliferacion de las célulasgagadas en ambos medios fue
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medida en diferentes puntos a lo largo del tiempo; enepriugar, utilizamos el ensayo de
XTT.

Como se muestra en las figuras 23 A y B, a medida aya@mzan los dias de
tratamiento, observamos un aumento en la proliferacioagncolonias de las CME
propagadas en MC comparadas con aquellas cultivadslSvP.

Con el propdsito de estudiar la proliferacion mediantahwrdaje que evallie otro
parametro que no sea la actividad mitocondrial, para daspasibles efectos del MC sobre
ésta, estudiamos la proliferacion de las CME mediehtensayo de tincion con Cristal
Violeta. Del mismo modo, mediante esta otra estrategiagredimos que las CME
propagadas en MC durante 3 dias presentaron undepoidbn mayor que aquellas
propagadas en MP (figura 23 C).

A ‘ ‘ , dias

o MP

« MC

Ln Absorbancia (UA)

25

Tasa de proliferacion (UA)
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Tasa de proliferacion (UA)

MP MC
Figura 23. Las CME propagadas en el medio condiciaalo presentan un aumento en la tasa de proliferaaio Las
CME Ainvl5 fueron propagadas en MC o en MP a lgdadel tiempo. A, Gréfico representativo de laatage
proliferacion de las CME en los medios indicadde krgo del tiempo, La proliferacion fue medidadiante el ensayo de
XTT en cada uno de los dias indicados. B, Grafiedadmedia del cociente de las pendientes de leesafn lineal del
gréfico de proliferacion (gréfico 23 A) referidoMP. C, Gréfico representativo de la proliferacide las CME en el
medio indicado el dia 3. La proliferacién fue medidediante el ensayo de tincién de Cristal Viol&@dos los graficos

aqui presentados son un resultado representativocaleliciones evaluadas al menos por triplicado é@plicas
independientes de cada condicion. En todos losagrgifla barras de error corresponden al desvidedar.

Con el objetivo de extender nuestros resultados observawlda linea de CME
Ainv15, evaluamos la proliferacion en otra linea conaémde CME de ratdén denominada
R1 cultivadas en el MC. Nuevamente, las células fuplaqueadas sobre gelatina y al cabo
de 24 horas el medio fue reemplazado por MP o Mrbliferacién fue medida mediante
el ensayo de tincion con Cristal Violeta. Resultadosmigdres nos indicaron que las CME
de la linea R1 propagadas en MC también presenta@aproliferacion aumentada respecto

a aquellas propagadas en MP, evidenciada al cabadlids 8Figura 24).

Tasa de proliferacién (UA)

MP MC

Figura 24. El medio condicionado aumenta la tasa deroliferacién de las CME. Las CME R1 fueron propagadas en
MC o en MP a lo largo del tiempo. Grafico represivio de la proliferacion de las CME en el medidigado el dia 3. La

proliferacion fue medida mediante el ensayo dddmde Cristal Violeta. Las barras de error en eéfico corresponden
al desvio estandar.
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Asimismo, con el propésito de seguir estudiando eltefmitogénico del MC sobre
las células madre pluripotentes de raton, evaluame$eeto del mismo en una linea de
células madre pluripotentes inducidas previamente lestdas en nuestro laboratorio. En
esta linea, denominada CMPI 20, ya habiamos estudiathp#ecidad del MC de preservar
sus propiedades basicds

Las CMPI 20 fueron propagadas sobre gelatina tantaviencomo en MC.
Observamos que las colonias cultivadas en ambos meaissntaron morfologia similar de
colonia indiferenciada, pero aquellas que fueron magas en MC resultaron de mayor
tamarno que las que fueron propagadas en MP (Fig)raPigual que observamos con las
CME.

Figura 25. Las colonias de CMPI propagadas en MC sode mayor tamafio que aquellas cultivadas en medie

propagacion estandar. Fotomicrografia de colonias CMPI 20 propagadas ef® Mo en MC Las CMPI fueron
propagadas al menos tres pasajes en el medio qwneente, MP o MC. Las CMPI propagadas en ambadiose
presentaron colonias con morfologia tipica de @umadre pluripotentes. Las CMPI propagadas en Mé&sentaron
colonias de mayor tamafio que aquellas cultivadasiBn

A continuacion, estudiamos la proliferacién de estaglagl Las CMPI 20 fueron
plagueadas sobre gelatina y al cabo de 24 horas, & fivedreemplazado por MP o MC.
La proliferacion fue medida mediante el ensayo dedincon Cristal Violeta. Resultados
preliminares indican que, al igual que lo observadolas CME, las CMPI propagadas en
MC presentaron una proliferacion aumentada respectmuellas propagadas en MP,

evidenciado a los 3 dias de tratamiento (Figura 26).
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Figura 26. EI medio condicionado aumenta la tasa daroliferacion de las CMPI. Las CMPI 20 fueron propagadas en
MC o en MP a lo largo del tiempo. Gréafico represgivo de la proliferacién de las CME en el medidigado durante 3
dias. La proliferacion fue cuantificada medianteeabayo de tincién de Cristal Violeta. Las barrasedror en el grafico
corresponden al desvio estandar.
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Resultados

Parte2

La isoforma de fibronectina que incluye EDA aumenta gaoliferacion
de las células madre pluripotentes
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Hasta este momento, demostramos que el MC por la lin€x @nite propagar
distintos tipos de células madre pluripotentes mantenisnd@ropiedades esenciales. Por
otra parte, encontramos que este medio induce un aur@erga proliferacién. Habiendo
detectado la expresion, por parte de la linea BG@jfdeentes moléculas que podrian ser
responsables de la primera de estas caracterisficagngnimiento de la auto-renovacion y
la pluripotencia, nos propusimos identificar cuél éles podrian ser los factores presentes
en el MC, responsables del aumento de la proliferacién

Se ha reportado que el medio condicionado por laaliB&C aumenta la
proliferacién de células de la granulosa, y dicfexte ha sido adjudicado a la isoforma de
fibronectina (FN) que incluye el exén EDA (FN+EDA).

Por otra parte, ha sido reportado que una alta caac@n de glucosa presente en el
medio de proliferacion estandar, induce la expres®ir en CME de ratén, y que esta
molécula podria ser la responsable del aumento geolderacion en respuesta a la alta
concentracion de glucosa ** Sin embargo, este estudio no esta focalizado enfiarisa
de FN involucrada. Los autores encontraron que FNcmgwoteinas regulatorias del ciclo
celular y protooncogenes mediado por las vias delizafian que involucran a RhoA-
PI3K/Akt-ERK 1/2 y caveolina-1 en las CME de ratérRecientemente, fue reportado que
en CME cultivadas en ausenciaféeder layertanto la FN producida por las células como
FN agregada al medio de cultivo, interactia con latigalgroporcionando una superficie
que mantiene la adhesion y auto-renovacion de latasét.

Por estas razones decidimos evaluar el efecto de FN+f0As CME mediante el
uso de dos estrategias diferentes. Una de ellasafobténciéon de medios condicionados
(MC) por distintas lineas de fibroblastos embrionadiesaton (MEF), obtenidas a partir de
ratones modificados genéticamente. Aquellas MEF gol® secretan FN EDA, las
denominamos MEF EDA+; MEF EDA-, si solo secretan M excluye EDA, y MEF
EDAwt es la linea que secreta ambas isoformas, en unarpi@paproximada de 60% FN
EDA"y 40% FN EDA™,

Las CME de la linea Ainvl5 fueron plaqueadas sobtatiga en MP, luego de 24
horas, el medio fue reemplazado por los medios cmmdidos por las distintas lineas de
MEF, previamente suplementado con LIF, 5% SFB, a&tidms no esenciales y 0.5 nfM
mercaptoetanol. Las colonias propagadas en loseditss MC-MEF EDA presentaron
morfologia tipica de colonia de CME indiferenciada dal@o del tiempo (Figura 27).
Ademés las CME propagadas en MC-MEF EDA+ en gepeesentaron colonias de mayor
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tamafno que aquellas cultivadas en MC-MEF EDA- e incipse aquellas en MC-MER
(Figura 27 A). Los mismos resultados pueden obssevaon mayor claridad en una

ampliacion de la Figura 27 A dia 3 en la Figura 27 B.

A B

MC-MEF EDA+

MC-MEF EDA wt MC-MEF EDA wt

MC-MEF EDA- MC-MEF EDA- |

Figura 27. La presencia de FN EDA+ en el medio deultivo produce un aumento en el tamafio de las col@s de
CME. Fotomicrografia de CME propagadas en los distintasdios condicionados. Los medios condicionados (MC)
fueron colectados de las lineas de MEF que exprasa de las isoformas de FN EDA+. MC-MEF EDA+;sekpresa

FN con el exén EDA, MC-MEF EDA-; solo expresa FiN ai exdn EDA, MC-MEFwt; expresan ambas isoforrhas.
CME de la linea Ainv15 fueron propagadas en el MEFMEDA correspondiente. Se observa morfologia yafamde las
colonias a lo largo del tiempo en cultivo en el indddicado. (A) Imagenes representativas de |fsrdntes condiciones
de cultivo, (B) Imagenes representativas ampliatiakas diferentes condiciones de cultivo en eBBdia

Mediante el ensayo de MTT evaluamos la tasa de pediften de las CME Ainvl5
propagadas en los diferentes MC-MEF EDA a lo largididmpo. Observamos que aquellas
CME que fueron propagadas en MC-MEF EDA- presentar@antasa de proliferacion mas
baja que aquellas en MC-MEF EDA+ o en MC-MEF BI@AA pesar de que no
encontramos una gran diferencia en la proliferacioreeaguellas propagadas en MC-MEF
EDAwt y MC-MEF EDA+, es notorio un ligero aumento en estanal condicién (Figura

28). Estos resultados se corresponden con los rassiitiedla evaluacion morfolégica.
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Figura 28. Las CME propagadas en el MC-MEF
EDA+ presentan un aumento en la proliferacion
Las CME de la line@invl5 fueron propagadas en el
1 MC-MEF EDA correspondiente, -/-; MC-MEF EDA-,
wt; MC-MEF EDAwt, +/+; MC-MEF EDA+. La
proliferacion fue medida mediante el ensayo de MTT.
Se evaluo la tasa de proliferacion relativa (UAlde
0,5 CME propagadas en el MC correspondiente
relativizado a aquellas propagadas en MC-MEF
EDA-) Las barras representan la media + desvio
estandar. El andlisis estadistico se realiz6 megian
test de muestras independientes. * indica difeemnci
0 significativas entre los tratamientos (P < 0.01).

/- wt  +/+

Estos resultados indican que la isoforma de fibronequmaincluye EDA produce
un aumento en la tasa de proliferacion de las CME. Asimj el hecho de que la diferencia
encontrada entre los medios condicionados por la liekeMERt y la de MEF EDA+ sea
pequefia, podria significar que los niveles de FN EDAetmtos por la primera son

suficientes para estimular la proliferacion.

A continuacion, decidimos corroborar estos resultadwsliante otro abordaje
experimental con condiciones mas definidas. Estudialmogroliferacion de las CME
agregando a su medio de proliferacién estandar un pépidespondiente a una regién de
FN que incluye o excluye al exdn EDA. Para la obtemale estos péptidos, utilizamos
bacterias (BL21) que habian sido transformadas coreatoivde expresion (pProEX Htb
expression vector) que codifica dichos fragmentos bmjregulacion del promotor di
galactosidasa. Cultivamos las bacterias en presenciadigitor IPTG y luego extrajimos

las proteinas totales, las sometimos a electroforesisl el goliacrilamida desnaturalizante
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(SDS-PAGE) y cortamos la banda de interés. A contibnacextrajimos el péptido
mediante electroelucion.

En primer lugar, evaluamos la morfologia de las daka lo largo del tiempo, en
funcién de la concentracion del péptido. Al igual qudaanexperimentos anteriores, las
CME fueron plagueadas sobre gelatina en MP, luegderas el medio fue reemplazado
por medio de cultivo estandar, suplementado con idiles progresivas de la preparacion
de los péptidos de FN. Las CME de la linea Ainvl5 agapas en todas las condiciones
presentaron morfologia tipica de colonia (Figura 29A%emas, observamos que aquellas
propagadas con la “dilucion 10" del péptido (dilucidi' corresponde a 1Ql de la
preparacion del péptido por ml de MP) que incluyeexdn EDA (+EDA) el dia 3,
presentaron colonias de mayor tamafio que aquellaslqoéptido que no incluye el exdn
EDA (-EDA) (Figura 29 B).

A

Figura 29. La presencia del péptido que incluye edx6n EDA en el medio de cultivo produce un aumenten el
tamafio de las colonias de CMBE-otomicrografia de las CME Ainv15 propagadas candestintas dosis de los diferentes
péptidos de FN en el trascurso del tiempo. Las Gion plaqueadas en MP, luego el medio fue reeradia por el
medio de propagacion estandar con o sin el agtegde la preparacion del péptido de FN que inclayexén EDA
(+EDA) o lo excluye (-EDA). Se observa morfologitagnafio de las colonias en los tiempos indicaday.Ifhagenes
representativas de las CME propagadas en las difesediluciones de +EDA o -EDA en el tiempo (cudesis-
respuesta), (B) Imagenes representativas de las PMpagadas con la “dilucion 10", 10 de las preparaciones de los
péptidos por ml de MP; del péptido de FN indicatidia 3.

Realizamos una nueva preparacion de los péptidos yamab la tasa de
proliferacién de las CME en funcion de la concenémnaciel péptido (curva dosis-respuesta).

Evaluamos diluciones progresivas de las preparagideelos péptidos para establecer la
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nueva dilucion a utilizar. Esta nueva preparacion fiieisate para todos los experimentos
gue mostramos a continuacion.

Las CME fueron plaqueadas sobre gelatina en MPpladeg24 horas el medio fue
reemplazado por MP con el agregado de distintas ctvac@mes de los péptidos de FN.
Medimos la tasa de proliferacion mediante el ens&ytindion con Cristal Violeta luego de
72 horas (Figura 30). Observamos un efecto depeedinla concentracion y elegimos la
“dilucion 17, 10 pl de la preparacion del péptido pdorde MP para realizar el siguiente

experimento.
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Figura 30. Curva concentracion-respuesta al péptidsEDA y -EDA. Las CME Ainv15 fueron plagueadas sobre
gelatina en medio de propagacion estandar, luega2d hs el medio fue reemplazado por el medio dpagacion
estandar con o sin el agregado de diluciones prsiges de la preparacion del péptido de FN que ipelal exon EDA
(+EDA) o lo excluye (-EDA) durante 72 hs. Dilucifrcorresponde a 10 pl de la preparacion del pépfidr ml de MP.
La proliferacion fue cuantificada mediante el ersaye tincion con Cristal Violeta. Se muestra un egxpento
representativo de al menos tres réplicas indepeneg Los datos presentados son la media + destémear. El analisis
estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de dderéccon el test de Bonferroni para comparaciomgstiples. Las
diferentes letras mayusculas indican diferenciagificativas entre las diluciones (P < 0.01). Lasedentes letras
minusculas indican diferencias significativas emt®tratamientos con EDA (P < 0.001).

Una vez hallada la concentracién a la cual observamaambio en la proliferacion
de las CME, realizamos el siguiente ensayo. Las CMiv14& fueron plaqueadas sobre
gelatina en MP, luego de 24 horas el medio fue ré&erago por MP con y sin el agregado
la “dilucién 17 (10 pl de la preparacion del péptmbr mililitro de MP) del péptido +EDA y
-EDA. La tasa de proliferacion fue medida mediantnskyo de tincion con Cristal Violeta
luego de 48 y 72 horas. Observamos que las CME gaoiaa con el agregado del péptido
+EDA presentan un aumento en la tasa de prolifera@ém po observamos diferencias en

la respuesta a la proliferacién entre las CME sin tra&srdecir propagadas en MP sin
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agregados; y aquellas tratadas con el péptido -EDA2atasras, pero si se observa a las 48
horas (Figura 31). En sintesis, observamos que daepcia del péptido en el medio

aumenta la proliferacion de las CME, pero observamus nespuesta mas temprana y
aumentada si incluye el exdén EDA.

* %

3 *
—
25 -
8 2 r*—*|
H *
£ —
]
< 1,5 -
(%]
3 I
K Il
2 1
=2
05 1
0 |
MP -EDA +EDA MP -EDA +EDA
24 hs 48 hs

Figura 31. La proliferacion de las CME aumenta corel péptido +EDA. Las CME Alnv15 fueron plaqueadas sobre
gelatina en medio de propagacion estandar, luega2d hs el medio fue reemplazado por el medio dpagacion
estandar con o sin el agregado de la dilucion ladgreparacion del péptido de FN que incluye @reiEDA (+EDA) o lo
excluye (-EDA) a lo largo del tiempo. Dilucion Ir@sponde a 10 pl de la preparacion del péptido mpdilitro de MP.

La proliferacion fue medida mediante el ensayoimi@dn con Cristal Violeta a las 24 y 48 hs. Se st@zeun experimento
representativo de al menos tres replicas indeperelée Las barras representan la media + desvioresté El analisis
estadistico se realizé mediante un ANOVA de unifacin el test de Bonferroni para comparacionestipléls. * indica
diferencias significativas entre los tratamientBs< 0.05). ** indica diferencias significativas eatlos tratamientos (P <
0.05).

Para extender nuestro analisis, estudiamos el efecfeptitio +EDA y -EDA en la
linea de CME humana WAQO9. Las CMEh fueron propagadare Matrigel, luego el medio
de proliferacion estandar fue reemplazado por el misonoo sin el agregado de la “dilucion
1" del péptido +EDA y —EDA. La proliferacion fue amatla mediante el ensayeound-
healingo sanado de herid4 "> En la Figura 32 observamos como proliferan a Igolatel
tiempo las CMEh cultivadas en las distintas condiciodepiellas CMEh que fueron
propagadas en presencia del péptido +EDA llenarorealdafiada mas rapidamente que las

CMEh que fueron propagadas con el péptido —EDA o MP.
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Figura 32. El péptido +EDA pero no el -EDA aumentda proliferacion de las CMEh. Las CMEh WAQ9 fueron
plaqueadas sobre Matrigel en medio de proliferac&standar, luego el medio fue reemplazado por MP ¥ain el
agregado de la “dilucion 1" de la preparacion géptido de FN que incluye el exén EDA (+EDA) oxoleye (-EDA).
Dilucién 1 corresponde a 10 pl de la preparacion geptido por ml de MP. A-B, imagenes represevaatidel ensayo
wound healing. La herida fue realizada el misno alie el péptido se agreg6 al medio de cultiveeyrfionitoreada a lo
largo del tiempo. A, herida lineal, B; herida citau

Asimismo, calculamos la proliferacién de las CMEh WA@ropagadas en las

diferentes condiciones a partir del llenado del aaf@gada de manera lineal a las 24 horas

(Figura 33). Observamos una proliferacion mayoaguellas CMEh que fueron propagadas

con el péptido +EDA.
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Figura 33. La proliferacion de las CMEh aumenta corel péptido de fibronectina que incluye el exén EDALas

CMEh WAQ?9 fueron plagueadas sobre matrigel en meeiproliferacion estandar, luego el medio fue rexmado por
MP con y sin el agregado de la "dilucion 1" depteparacion del péptido de FN que incluye el exBAE+EDA) o lo

excluye (-EDA). Dilucién 1 corresponde a 10 pl depteparacion del péptido por ml de MP. Mediantemrsayo de
wound healing realizamos un dafio lineal el misneoqiie el péptido se agreg6 al medio de prolifera@étandar. Luego
de 24 hs, la proliferacion se calcul6 a partir delnado del area dafiada mediante el uso del progrémage J. Grafico
representativo de las veces de aumento de prdiifemeen el medio indicado relativo a MP. Se muestraexperimento
representativo de al menos tres réplicas independse

En resumen, a pesar de que encontramos cierto gradwideilidad en la magnitud
de la respuesta entre las diferentes replicas biolggtpgptido de fibronectina que incluye
el exon EDA aumento la proliferacion en todas las répli©Observamos este efecto tanto en
la linea de CMEm Ainvl5 detectado por los ensayos MTtingion con Cristal Violeta
evaluado en diferentes dias de tratamiento, como émela le CMEh WAQ9, y de manera
preliminar en la linea de CMEh HUESS5 (resultados nastrados); ambos mediante el
ensayo devound healing

Los diferencias en la magnitud de la respuesta denramto en la proliferacion que
observamos en las distintas replicas bioldgicas, podiéderse a los distintos contextos
metabdlicos que podrian ser escenario biolégico da caso, incluyendo los diferentes
niveles de expresion endogena de FN+EDA. Actualmemts,encontramos evaluando si

existe correlacion entre ambos parametros.
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Discusion
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Durante el desarrollo de este trabajo, comenzamos rerplo la posibilidad de
cultivar CME en un medio novedoso que denominamos MEInostramos que cuando las
CME y CMPI son propagadas en éste, conservan sysedaales esenciales; es decir,
pueden ser propagadas a lo largo del tiempo mantensuncstado indiferenciado y son
capaces de diferenciarse hacia los diferentes linageternecientes a las tres capas
embrionarias. Obtuvimos estos resultados en distintaadide células madre embrionarias
de ratén de origen independiente y de manera prelingndres lineas humanas.

El medio fue condicionado por una linea de granulbesina previamente
establecid&° y originalmente seleccionada por sus propiedades émitogs sobre la misma
linea celular y sobre cultivos primarios de granufdsaas células de la granulosa secretan
numerosos factores que podrian estar involucradas tam el mantenimiento de las
propiedades esenciales de las CME de raton como lasmesmo el factor de crecimiento

y la
citoquina LIF*". Particularmente, en la linea BGC se ha detectadeplesion de Activina

de fibroblastos, IGF, miembros de la familia de TGRomo Activina A’® 7778 7°

A ® y de LIF, en este trabajo. Originalmente, las CME eei@m de una capa nutricia o
feeder layer constituida por fibroblastos embrionarios murinosviamente irradiados; que
en los dltimos afos y en busca de condiciones de@whés definidas, fue sustituida con el
agregado de la citoquina LIF al medio de propaga&di y el suero fetal fue reemplazado
por un miembro de la familia TGF-BMP4". En los Gltimos afios, han sido establecidas
multiples condiciones definidas que permiten cultivarGME libres de la capa nutricia y el
suero. Estas condiciones incluyen combinaciones libidores de vias implicadas en la
diferenciacion, tales como las de FGF/Mek/Erk, y GSk&. Aunque la identificacion de
los componentes precisos del medio condicionado nasid@ abordados en este trabajo, la
deteccién de la expresion de LIF en la linea BGC rdldvado a especular que esta
citoquina podria ser el factor principal responsablerdgitenimiento de las caracteristicas
de las CME de ratdn. Finalmente, sabemos que FG&lingglicado en el mantenimiento de
la pluripotencia de CME human&$ Dado que la linea BGC expresa este factor estamos
evaluando si las CMEh pueden ser propagadas erCeatdviservando su pluripotencia, ya
que hemos demostrado que conservan la auto-renovacadlo son propagadas en ellas.
Teniendo en cuenta los mdltiples factores que estarmessen el MC, no podriamos
asegurar que LIF o FGFb son los Unicos factores nsgtes de la propagacion de las
células madre. Creemos que es un equilibrio entritipte§ sefiales en las CME lo que
permite que éstas sean propagadas en el MC, mameniln auto-renovacion vy

pluripotencia.

Pagina53



Noelia lvana Losino

Por otra parte, observamos que el medio condicionamttujar un aumento en la tasa
de proliferacion de las células madre pluripotentéarios candidatos podrian ser
responsables del incremento de la tasa de proliferdeides CMP cultivadas en este medio.
Las células de la granulosa secretan numerosagéaajue podrian estar involucrados en el
efecto mitogénico.

Si bien LIF induce la proliferacion en diversos tip@dutares, se sabe que este
factor no esta relacionado con la proliferaciéon deCldkE. Por otra parte, ha sido reportado
que una isoforma de FN que incluye el exon EDA (FNAEDpresente en el medio
condicionado por la linea BGC es el factor respdesaél efecto mitogénico observado en

las células de granulo§a

La fibronectina participa en el mantenimiento de la sdpencia, adhesion,
migracion e invasion, entre otros procesos celular@gicRlarmente, el segmento EDA es
incluido en la proteina de FN en las diferentes espediéss tejidos embrionarid§, pero
deja de incluirse en la proteina a medida que avahziesarrollo®®, por lo que esta
practicamente ausente en tejidos adultos en condiciwresales®® % Sin embargo, FN
EDA" reaparece en tejidos relacionados con aumento @woliferacion, como por ejemplo
en sitios de dafio tisular, inflamacidr, sanado de heridad& % ¥ fibrosis tisular®
proliferacién del musculo liso vascular. Notablememénbién se la asocia a sanado de
fracturas y osteosarcoma, pero esta ausente en el hoesal adulto™. Asimismo, fue
reportado que esta isoforma estimula la hiperproliférade queratinocito$® y la
proliferacién de fibroblastos de pulmdi asi como se la relacioné con el grado de

malignidad de tumore¥?y con psoriasié®.

Respecto a la sefializacion y efectores que podridimm&u accion, se reportd que
FN EDA" induce la expresion de ciclina D1, hiperfosforilacifa pRb, y la activacion de
ERK2 > asociado a la promocién de la transicion de la fas€ Glestas evidencias apoyan

firmemente que esta isoforma esta involucrada en ldgpexion celular.

En este trabajo demostramos que el MC por la linea B@@enta la proliferacion
de células madre pluripotentes y que uno de losrest@sponsables de dicho efecto podria
ser la FN EDA expresada por las BGC. Encontramos que esta isofterf&l es un factor

mitogénico para las CME de ratén y humanas. Hemos tragsid cuestion mediante dos
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abordajes experimentales diferentes que involucranléVa@ de estas células en presencia
de EDA exdgeno. En primer lugar, cultivamos las CME mesencia de medios
condicionados por lineas celulares de MEF derivadaatdnes genéticamente modificados.
Denominamos MEF EDA+ a la linea celular que sotweda la isoforma de FN que incluye
el exén EDA; MEF EDA- a aquella que solo secreta la rsofode FN que excluye EDA y
MEF EDAwt es la linea que secreta ambas isoformas, en uparpi@n aproximada de
60% de FN que incluye el exon EDA y 40% de FN queoluye. Por otra parte,
suplementamos el medio de proliferacion estandampéptidos recombinantes de FN que
contienen o no el exdn EDA, expresado por bactgriagrificado mediante electroforesis y
posterior electroelucion.

En ambos casos observamos una tasa de proliferaagor de las CME propagadas
en presencia de EDA+ respecto a EDA-. Notablementéjes detectamos un ligero
aumento en la proliferacion en MC-MEF EDAespecto al MC-MEWt, las diferencias
entre estas dos condiciones no fueron tan pronunci@desrespecto a esta observacion,
creemos que los niveles de FN ED#esente en el MC-ME# podrian ser suficientes para
promover la proliferacion de las CME. Esta situaciérdiéerente para el MC-MEF EDA
dado que esta linea de MEF no expresa FN ED# que este exdn fue eliminado del gen
de FN® lo que explica la baja tasa de proliferacién de & @uando son propagadas en
esta condicion. En sintesis, proponemos que la isofderf@N que incluye EDA tiene un

efecto mitogénico sobre las CM pluripotentes.

Los componentes de la matriz extracelular interactiamez@ptores transmembrana
pertenecientes a la familia de integrinas y promuevenpialiferacion celular.
Particularmente, la FN es uno de los componentes d&EI@ que estimula, de manera
altamente eficiente, la progresion del ciclo celdfarSi bien se demostré que FN induce
proteinas protooncogénicas y regulatorias del ciclo aelmhediado por la via de
sefializacién que involucra RhoA-PI3K/Akt-ERK 1/2 wealina-1 en las CMEn{®. En
dicho trabajo, no se especifica la isoforma de Fidludrada.

Recientemente fue reportado que la hipoxia aumentaldepacion de las CME de
raton al inducir la expresién de los genes de R yntegrinaBl **. Alli, se describi6 la
sefializacion involucrada en la induccion de FN y ehsiguiente aumento de la
proliferacién en CME”. Asimismo, se ha sugerido que la expresion indud&&N en las
CME por altas concentraciones de glucosa, es redgerdga una proliferacion aumentada

de estas células. Este estudio mostré que este efectlependiente de las vias de
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sefializacion de angiotensina Il, TRt INK. Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se
analizo cual es la isoforma de FN involucrada epfosesos mencionados.

En este trabajo, hemos observado un efecto de FN mx&gédre la proliferacion de
las CME y demostramos por primera vez, una respulifgeencial de las CME a FN
dependiendo de la inclusién de EDA.

Otro trabajo publicado recientemente, reportdé que enCM&m cultivadas en
condiciones libres d&eeder layerla FN producida por las CMEm o agregada al medio de
cultivo, interactla con el sustrat@oatingde gelatina, proporcionando una superficie capaz

de mantener la adhesién y la auto-renovafion

Con respecto a los receptores de FN, a pesar de gulidas expresan gran
variedad de integrinas, y que existe algo de redundeedas proteinas que se unen a ellas,
la integrina a5B1 ha sido reportada como el receptor clasico de FN* ?® A pesar del hecho
que 04B7 ha sido propuesta como la integrina que parcialmente media la adhesion a FN
EDA" en fibroblastos de pulmén de ratén y humaha4p1 fue reportado como el receptor
de EDA en células de melanoma humafoy la integrinaa9p1 fue propuesta como el
receptor especifico de FN EDA&n mltiples modelo® %1 Estas evidencias indicarian
que no existe un Unico receptor especifico de FN EB&o que puede variar segin el

tejido y la especie involucrada.

Dado que FN EDA es mas potente que FN EDgara promover la adhesién celular
a través de un aumento en la unidn al receptor integfipi y que el ligando al unirse a
este receptor promueve la sintesis de ADN a través dectlgacion de las vias de
transduccién de sefiales intercelular, que incluye ERiKRpa D1y pRb, es probable que la
inclusion del segmento EDA intensifique la transducciéfedsefial mitogénica dependiente

de FN mediante una mayor afinidad en la unién FN adgiimaaspl °.

Asimismo, la interaccién de la célula con FN no sdoregulada por edplicing
alternativo de la region EDA, sino también por el es@del@finidad de la integrin@5p1.
Las integrinas poseen diferentes estados de afinidadvajuelesde formas inactivas a
completamente activadas. Los estados de afinidad detéaginas son modulados por la
estimulacion celular por quimioatractantes y la interaccidm groteinas asociadas a la
membrana tales como IAP (proteina asociada a integrib@).ha reportado que la
modulacion de la afinidad de union del ligando de lagnhaa5p1 afecta la proliferacion

celular dependiente de FN y la diferenciacion celalamodular la transduccién de sefial
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mediada por la integrina aSB1. Es probable, que el splicing alternativo de FN vy la

modulacion de la afinidad a la integringpl coordinadamente regulen las sefiales
extracelulares mediada por la integrina requerida fzanaroliferacion, diferenciacion y

supervivencia de las células

Basandose en la estructura tridimensional de una paoteégtombinante
correspondiente a un fragmento de FN, se propusoaginsdrcion del segmento de EDA
altera la conformacion global de la molécula de Fi¥asés de una rotacion de la de la
porcién N-terminal del polipéptido de FN relativo al GCatéeral, resultando asi en el
aumento de la unién de FN EDA la integrina a5B1 debido a una exposicion aumentada
del motivo RGD y/o un mal plegamiento local del médélsimismo, el segmento EDB no
sustituye al EDA, no logra alterar la conformaciéobgl de FN ni tampoco aumentar la
afinidad por la integrina a5B1, por lo tanto, la insercion de un modulo de tipo 1l extra
depende de la posicién y/o la secuencia del modulotéwk® haciendo del segmento EDA,
el mas adecuado para modular la afinidad de unidimgelgrinan5p1°°,

Segun nuestro conocimiento, hasta la fecha, no hay eiédacerca de un receptor
especifico de FN EDAen células madre. Aln queda por determinar si limmos
receptores y efectores que median los diferentesteef de FN EDA sobre otros tipos
celulares son los responsables del aumento de laléapeoliferacion que encontramos en
este trabajo, producido por esta molécula sobre laksénadre embrionarias.

Por otra parte, nuestros resultados preliminares indjoanel medio condicionado
por la linea BGC también tendria efecto mitogénico saweCMPI obtenidas en nuestro
laboratorio. Actualmente nos encontramos estudianddeeto de la FN EDAsobre este
otro tipo de célula madre pluripotente. Otro aspecto gstamos estudiando es la
variabilidad en la magnitud de la respuesta a FN E@#e observamos entre las diferentes
réplicas biologicas. Hipotetizamos que esta diferepaiede deberse a distintos niveles de
expresion de FN que incluye EDA por parte de laslaglmadre pluripotentes, parametro
que puede ser afectado por diferentes contextos figiol®. Estamos analizando si existe
correlacion entre los niveles de FN EDA&ndogena y la respuesta a EDA exdgeno.
Asimismo, planeamos modular la inclusion de EDA endoggnestudiar si varia la
respuesta proliferativa, para determinar si existe tglacion causal entre ambos
parametros, es decir, entre los niveles de FN Ewdgena y la respuesta proliferativa por
parte de las células madre.

Nuestros resultados en conjunto demostraron la aguhclel medio condicionado

de permitir la propagacion de CME y CMPI, mantenieeds propiedades esenciales; es
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decir, conservando las capacidades de proliferastdo indiferenciado y de diferenciarse
a tipos celulares pertenecientes a diferentes linajes)ineas de CME de origen
independiente, tanto murinas como humanas y en urea dimeCMP| obtenida en nuestro
laboratorio. Por otra parte, encontramos condicianes determinan un incremento en la
tasa de proliferacion de las CME de raton. Finalmesdeostramos que una isoforma
particular de FN produce un efecto mitogénico sobr€MEmM.

Con respecto a las CMEh, las proteinas de la matriz celatar han sido
ampliamente estudiadas como andamiaje o sustrat@par@ver tanto la diferenciacidf?
y la propagacién en estado indiferencid@dmediante la activacién de la adhesion. Sin
embargo, a nuestro entender, este es el primer reswdtagb cual mostramos, que una
isoforma en particular de FN aumenta la proliferaciériad CMEh cuando es agregada al

medio de cultivo.

En sintesis, en una primera etapa de este trabajo, teamos un medio
condicionado que podria ofrecer una alternativa de &t para el cultivo de diferentes
lineas de CME durante largos periodos de tiempo y canaita tasa de proliferacion,
conservando sus caracteristicas bésicas. Este medida pselr una herramienta de
investigacion poderosa, ya que proporciona un contextouttivo novedoso para estudiar
los mecanismos moleculares involucrados en el mantemionde la auto-renovacion y de la
pluripotencia. Este tipo de escenarios novedososepuaedtribuir a la identificacion de
nuevos factores importantes para la produccién de medé propagacion definidos,
adecuados para la aplicacion terapéutica de lasaséhddre.

Por otra parte, encontramos que la isoforma de FNnglieye el exon EDA produce
un aumento de la proliferacion en las células madiwienarias.

Actualmente, si bien no conocemos cual es el recéttipo integrina al que se une
FN EDA', asi como desconocemos cudl o cudles son las vissfidézacion involucradas
que promueven el efecto mitogénico en las CME, losltestos que presentamos
contribuyen al conocimiento de los mecanismos moleesilavolucrados en los procesos

fundamentales de las células madre pluripotentes.
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Materiales y Métodos
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Cultivo celular

Trabajamos con varias lineas de CME de ratén, CBR&2.5eGFP y GKGFP, cedidas por
los Dres. Michel Puceat, Sean Wu y Niels Giejserpaeiivamente y generadas de manera
independiente. Las lineas Ainvl5 y R1 fueron adgasridomercialmente (ATCC). Todas
las lineas pueden ser cultivadas sobre una capaiauteicélulas deeder layer compuesta
por fibroblastos embrionarios de raton irradiados (WBFsobre placas cubiertas con 0.1%
de gelatina de piel bovina (Sigma) para favorecadlzerencia de las células.

Para la propagacion y el mantenimiento del stock cetoéantuvimos las células en placas
de cultivo de 6 cm de didmetro (p60) sobre MEFi w@ilto medio de propagacion (MP),
compuesto por knockout Dulbecco’s minimal essentiabiom (high-glucose DMEM)
DMEM (Invitrogen: Gibco 10829-018) suplementado con Mnkalanyl-I-glutamine
(Gibco), 100 mM MEM nonessential amino acids (Gibé&b»mM beta-bercaptoetanol, y
antibioticos (100U/ml penicillina and 100 mg/mL straptoina ,Gibco) 15% de SFB (Life
Technologies). Ademas, contamos con la linea ddaseDHO (Chinese Hamster Ovary)
modificada genéticamente de tal forma que sobreexpresergta el factor LIF. Utilizamos
este medio condicionado en reemplazo del LIF comgrara propagar las células de forma
rutinaria, agregandolo al medio de cultivo. Realizampa curva de dosis respuesta del
mismo con cada nueva preparacion, pero en generalamtdz 1l de este medio
condicionado por cada ml de medio de cultivo. Poseaademas el factor LIF comercial
(1,000U/ml de LIF, Chemicon, ESG1106) para utilizar casos en que se requieran
condiciones mas definidas. El medio de propagacitinear siempre contiene LIF, ya sea
para el cultivo sobre MEFi como sobre gelatina.

Para preparar las placas deeder layerun dia previo al pasaje de las células sembramos
5x10° MEFi en una p60 previamente tratada con 0.1% deimglae piel bovina; las
dejamos adherir por 24 horas en presencia de medie Ecultivo primario de MEF es
establecido a partir de MEF obtenidas en nuestro labmragartir de embriones de raton
de la cepa CF1 de 12,5 dfas’® 14

Para diversas técnicas, como mencionamos previanaitwamos las células en placas
p60 recubiertas con gelatina de piel bovina, para efesna evitar cualquier influencia
que pudieran tener las MEF sobre las CME tanto emoekepo de diferenciacion como en
los distintos experimentos. Por ejemplo, en el casoxttaceion de ARN de células para
analisis de expresion génica, la presencia de MEF pla¢a de CME interferiria con los

resultados ya que la preparacion quedaria contamirnawlaABRN de MEF. Para esto,
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realizamos al menos tres pasajes en placas sin MERer@asgbcon gelatina y en presencia
de MP. El recubrimiento de las placas lo realizarmnosando incubando durante 15 minutos
en estufa a 37°C, un volumen suficiente para cubsufgerficie de la placa de solucion
0,1% de gelatina preparada en buffer fosfato saliBSjPPasado este tiempo, removemos
la solucién de gelatina y sembramos la cantidad desge células, habitualmente 2%He
CME para una p60, las cuales se adhieren en lasrpan® horas. A lo largo de los
sucesivos pasajes en gelatina, se va reduciendotiddazh de MEF vy al tercer pasaje, en
generalsu cantidad es despreciable en comparacidac@ME.

Realizamos el pasaje de las células cada 48 a 72 hmgs del plagueo. Para esto,
aspiramos el medio de cultivo y lavamos con 1 mP8& pH 7,4. Luego, descartamos el
PBS y tratamos las placas con 0,4 ml de tripsinac@ib 37°C de 3 a 5 minutos, agitando
ocasionalmente las placas para favorecer la disgtegale las células. Transcurrido ese
tiempo, completamos la disgregacion de forma mecaoicgipeta para evitar que queden
agregados de células. Monitoreamos el proceso medrservacion al microscopio. Para
inactivar la tripsina agregamos igual volumen de mediprdpagacion conteniendo 15% de
SFB. Luego, colocamos el volumen de suspension coantidad de células adecuadas en
una nueva placa de cultivo y agregamos medio nueviordea tal que la tripsina quede
diluida al menos 10 veces. La inactivacion de la trgpsendebe a la presencia de suero en el
medio de cultivo. Por un lado, el suero contiene inhibgldeela enzima, a la vez que el alto
contenido proteico del mismo compite con las proteinaseptes en el cultivo por el uso de
la enzima.

Determinamos la cantidad de células mediante el métedxxausion con Azul de Tripan.
Para eso, tomamos 10 pl de suspension de célulasyelrclamos con un volumen igual de
solucién 4% de Azul de Tripan. Para el recuento, tnog10 pl de dicha dilucion, los
colocamos en una camara de Neubauer y contamoélildascno coloreadas en los cuatro
campos de la cAmara. En caso de tener un numerelengdo de células para realizar el
recuento, realizamos diluciones de la mezcla de cé&olagl colorante utilizando PBS. Las
células viables son aquellas que excluyeron activeredrcolorante. Estimamos el nimero
de células por ml de suspension promediando los valdeetos cuatro cuadrantes y
considerando la capacidad de la cAmara (0,1 j@dildcion realizada con el colorante.
Sembramos las células en una nueva p60 a una demgidaximada de 2xf@élulas y en
presencia de MP para alcanzar un volumen final dé Realizamos la siembra por goteo
de la suspension celular de forma uniforme y luegzatamos formando “ochos” para

diseminar las células de forma homogénea a lo lazda superficie de la placa.
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Las células madre embrionarias humanas de la lirezarf utilizadas en colaboracién con el
grupo de Santiago Miriuka, de FLENI. La linea WAO®vmo del WiCell Research
Institute (WI), la linea CMEh HUES-5 de Harvard Univgrsand the Howard Hughes
Medical Institute (MA) de pasajes bajos (p15 a p20Q& linea CMEh S351, de Suecia.
Mantuvimos las lineas de CMEh sobre teeder layerde MEF inactivados mitGticamente,
habitualmente mediante irradiacion gama; en un medicgutgene of Dulbecco's Modified
Eagle's Medium/Ham's F12 (DMEM/F12) suplementado c% 2KSR, 2 mM de
aminoacidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina, 100 dénpenicilina, 50ug/ml de
estreptomicina, 0.1 mMN3-mercaptoetanol y 4 ng/ml de FGFb o sobre una placeultivo
cubierta con Matrigé! diluido (1/40) en medio condicionado MEF. Para la atitende
medio condicionado MEF, incubamos por 24 horas Bnn2 de medio DMEM/F12
suplementado con 5% KSR y 2 ng/ml de FGFb (ademasosieotros suplementos
mencionados anteriormente) 3%10élulas MEF inactivadas. Conservamos el medio
condicionado a -20°C y una vez descongelado, legagros nuevas alicuotas de KSR y

FGFb al medio para alcanzar una concentracion fm&0d6 y 4 ng/ml, respectivamente.

Incubamos las células de todas las lineas en unfa @s®7°C y con una concentracion de
CO, del 5% y las controlamos a diario para verificar @uwerto estado, cambiando el medio

de cultivo de ser necesario.
Extraccién de ADN gendmico para la deteccién de Myaspha por PCR.

Como parte de nuestro trabajo de rutina, habitualmemmératamos la ausencia de la
bacteria del génerdlycoplasmaen nuestros cultivos celulares. Dado que no seepued
detectar con el andlisis microscopico de rutina, comddasis contaminaciones, realizamos
una extraccién de ADN genémico y detectamos por PCfrdaencia de su genomd.
Utilizamos como control positivo de presencia de ADN gdéodnpara validar la ausencia
del marcador déycoplasma/a presencia del gen GAPDH con primer que hibridaele

mismo exon. Brevemente, tripsinizamos las células y apper 1/10 de las células
presentes en una placa de 10 cm de didmetro en unependorf Centrifugamos 5

minutos a 1000 rpm. Descartamos el sobrenadante, lavahpellet con 200 pl de PBS y

volvemos a centrifugar 5 minutos a 1000 rpm. Reswlsaas el pellet en 100 pl de buffer
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de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 2 mM MgZ;10.001% gelatina, 0.5% NP-40,
0.5% Tween-20), al cual previamente le agregamos prsgeiiaa una concentracion final
de 100 pg/ml. A continuacién realizamos el lisado celdiarante 1 hora a 60°C con
agitacion intermitente. Precipitamos el ADN con 600 plistgpropanol a temperatura
ambiente durante 5 - 10 minutos. Centrifugamos a 13jG@mperatura ambiente durante
15 - 20 minutos, descartamos el sobrenadante y lasvaiellet con etanol 70%. Secamos
al aire y resuspendemos el pellet en 30 ul de agua.@&mnwbs el ADN incubando 1 hora
a 65°C y lo guardamos a -20°C. Para realizar laificagion por PCR, utilizamos 1-2 ul de

la preparacion. El programa que utilizamos para la mesna

5 minutos a 94 °C

30 segundos a 94 °C
30 segundos a 55 °C
40 segundos a 72 °C
Ir al paso 2 39 veces
5 minutos a 72 °C
Fin

N o g bk~ w0 N PRE

Gen Secuencia del primer (5’-3")

Marcador deg Forwardf ACACCATGGGAGYTGGTAAT
Mycoplasma | Reversg CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT
GAPDH Forward AAGAAGGTGGTGAAGCAG

Reverse CGAAGGTGGAAGAGTGGG

Analizamos el producto de amplificacion mediante eleotesfis en un gel de agarosa 2%
tefiido con bromuro de etidio.

Congelamiento y descongelamiento de células

Para mantener un stock de células las congelamos digquido de acuerdo al siguiente
protocolo. Utilizamos una p60 y realizamos la tripsinizaddmo se explico previamente.

Centrifugamos las células a 1000 g por 5 minutos en ba tdnico de 15 ml, las
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resuspendemos en 1 ml de MP con una concentraciéin2fi® SFB y 10% DMSO vy las
colocamos en hielo. Colocamos la suspension emiotuloo y, siempre trabajando en frio,
llevamos las células rapidamente a un freezer de G8@dlocando los criotubos en un
recipiente de telgopor para lograr un enfriamiento wahdAl cabo de 24 horas, los mismos
son guardados en el termo que contiepéiduido.

Para descongelar las células tomamos un criotubo rded tée N liquido y lo calentamos
rapidamente a 37°C hasta lograr el descongelamieritosuispension celular. Para remover
el DMSO, que presenta una alta toxicidad celular, pasagpmdamente el contenido del
criotubo a un tubo cénico de 15 ml con 10 ml de MP gdotrifugamos a 1000 g por 5
minutos. Luego, resuspendemos las células en un voladesuado de MP y analizamos la
viabilidad celular mediante la técnica de exclusiéon Aanl de Tripan, como se explico
anteriormente. Una vez verificado el estado de ladas las sembramos en la cantidad

necesaria de placas de la superficie adecuada sgmpra de MEFi.

Diferenciacion celular

Las CME fueron sometidas a diferenciacion de a tral&sla formacién de cuerpos
embrioides (EBs), empleando el protocoloH#mging Drop®’. Este protocolo consiste en la
remocion de las sefiales que mantienen el estado emntifado y en favorecer los contactos
celulares que promueven la diferenciacion. Brevemeatesiste en sembrar las células en
gotas de medio de cultivo de diferenciaciéon (MD) etafza de placas no adherentes, que
son las placas de Petri cominmente utilizadas pardteocde bacterias, e incubarlas por
48 horas. Durante este periodo, las células se acamulal extremo de las gotas debido a
la accion de la gravedad, interactuando entre si y fatnastructuras tridimensionales
denominadas cuerpos embrioides. Posteriormente, IessBB pasados a un periodo de
crecimiento en suspension por 72 horas, luego dedates se cultivan en adherencia
durante distintos tiempos, entre 4 y 11 dias. Duranteldtsteo periodo, los cuerpos se
adhieren y las células proliferan y se diferencian ailesentes linajes.

A lo largo del proceso utilizamos MD, cuya formulactis similar a la del MP, pero usando
SFB 20% y sin el agregado de LIF.

Partimos de una p60 con CME mantenidas en estadcerewldfiado en gelatina. Las

tripsinizamos y resuspendemos 6xt6lulas en 15 ml de MD en un tubo cénico de 50 ml.
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Preparamos 10 placas de bacterias colocando 1 nB8e® la base para evitar la posterior
deshidratacion de las gotas durante la incubacion.

Utilizando una pipeta de repeticién, colocamos gotasXdel2de la suspension celular
conteniendo alrededor de 1000 células/gota en las w@@das placas de bacterias y las
incubamos a 37°C 5% G@urante 48 horas.

Transcurrido ese tiempo se pueden visualizar los E8mple vista en las gotas de MD
como puntos blancos. En ese momento, cosechamost&ss @pn EBs agregando 1 ml de
MD por placa y colectamos el medio con los cuerpokzanido una pipeta de 5 ml,
aplicando una succién suave para no dafiarlos.

Por cada 5 placas con gotas, tomamos su contenidseyribramos en la base de una nueva
placa de bacterias, de forma tal de obtener un volumeah de 10 ml. De esta forma,
obtenemos 2 placas para cultivo en suspension porl€agkacas con gotas. Verificamos la
integridad de los cuerpos a través de un microscopiertido y los cultivamos en
suspension por 72 horas a 37 °C y 5%.CO

Al cabo de 72 horas de cultivo en suspension los d&Bsentan su tamafio y se observan
como puntos blancos flotando en el medio de cultivoe€@amos los EBs como se explicd
previamente y sembramos el contenido de cada placaltil®@n suspension en 3 placas
p60 previamente recubiertas con gelatina, obteniendes@deforma 6 p60 con cuerpos en
adherencia.

Pasadas 24 horas, los EBs se adhieren a la plaedtide y en los dias sucesivos las células
proliferan, migran y se diferencian, por lo que seden distinguir diversas poblaciones

celulares pertenecientes a las tres capas embrionarianorfologias claramente diferentes.

Obtencién y preparacion de los medios condicionados

Cultivamos las células de la linea BGC-1 o HEK293Tkeackout Dulbecco’s minimal
essential medium (high-glucose DMEM) suplementado & & 10% (Gibco), 1 mM de
piruvato de sodio (Sigma), y los mismos antibiéticae gtilizamos para preparar el MP, a
una confluencia del 90%. Luego, el medio de cultiv®reemplazado por medio fresco MP
estdndar sin SFB y beta-mercaptoetanol y se incubamantéd 24 horas. Después de la
incubacion, cosechamos el MC, centrifugamos a 2.a0@ante 10 min, y suplementamos

con 15% de SFB y 0,5 mM beta-mercaptoetanol antesizanp.
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Las diferente lineas de MEF fueron preparadas a metianimales EDX"™, EDA™ y
EDA™ 73, Las MEF fueron obtenidas de embriones de 13.5 dfmspagadas en knockout
Dulbecco’s minimal essential medium (high-glucose ENY) suplementado con 10% SFB
(GIBCO), glutamina y antibioticos durante los sucesivesajes hasta que las lineas
celulares de MEF fueron establecidas. Denominamos MBR+ a aquellas que solo
expresan FN que incluye al exon EDA, MEF EDA-; adékllas que solo expresan FN que
excluye EDA, y MEF EDAvt; a la linea celular que expresa ambas isoformas (69% F
EDA" y 40% FN EDA). Luego, cultivamos las lineas en el mismo medicutvo hasta
que alcanzaron un 80% de confluencia. A continuac#emplazamos el medio de cultivo
por medio fresco e incubamos por 24 horas. Despeiés idcubacion, colectamos el medio
condicionado, centrifugamos a 2000 g durante 10 minptasplementamos con LIF, 5%
SFB (GIBCO), amino&cidos no esenciales y 0.5 paiviercaptoetanol, previo a su uso.

Las diferentes lineas de MEF fueron gentilmente cegtidasl Dr. Andrés F. Muro, Trieste,

Italia.

Preparacion de los péptidos recombinante de FN que igeluo no el exén EDA

Obtuvimos los péptidos recombinantes que incluyen el exén EDA como esta descripto
7 Brevemente, para la obtencion del péptido, utilizamobdaterias competentes BLEL
coli que fueron transfectadas con un pladsmido que contianfagmento de 804 pb
correspondientes al segmento de EDA flanqueado poejeticiones 11 y 12 de tipo lll, o
534 pb que carecen del dominio EDA. Las secuena@&®ih clonadas en el sitio BamHI del
vector de expresion pProEX HTB. Estas bacterias fugenmilmente cedidas por el Dr.
Andrés F. Muro, Trieste, Italia. Indujimos la expresam los péptidos agregando IPTG
(isopropyl$-D-1-thiogalactopyranoside) a una concentracion finamM. Lisamos las
bacterias congelando y descongelando y sonicamos eonicador BRANSON - Fisher
Scientific Model 500; realizando 8 pulsos de 10 segara15% de amplitud con intervalos
de 10 segundos en hielo. Extrajimos las proteinas tolatespmetimos a electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizante, 12% SDS-PAGE oytamos la bandas
correspondiente a los péptidos que incluyen o no Fibdviamente tefliimos los geles con
1M de KCI para visualizarlas. A continuacion, extrajirebpéptido mediante electroelucion

en un buffer 50 mM carbonato/bicarbonato pH 9.6:adie 3 horas a 150 mA, en una
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membrana de didlisis benzoilada con un tamafio de ¢g@r2000 PM (Sigma, D-2272).

Cuantificamos el contenido proteico de las prepanasionediante el método Beadford.

Extraccién de ARN y cuantificacion

Las CME fueron propagadas en MC, MC-HEK, MP y/o NiPL3F al menos tres pasajes o
siete dias en placas de cultivo previamente cubierta®.déf de gelatina de piel bovina.
Realizamos la extraccién de ARN total segiin Chomczinskysandhi*®®, utilizando Trizol
(Invitrogen). El reactivo de Trizol esta compuesto paa galucién monofésica de fenol,
isotiocianato de guanidina y otros compuestos que facsitanislamiento de los diversos
tipos de ARN. La extraccidbn de ARN requiere trabajn enucha cautela, siempre en
condiciones libres de RNAsa para evitar su degradacion

Para el aislamiento, descartamos el medio de cultivo gla¢a que contiene las células y
agregamos 1 ml de Trizol por placa de 3,5 cm de eli@mhomogeneizamos utilizando un
rastrillo de gomasdcrappej e incubamos por 5 minutos a temperatura ambi€uaiecamos

la muestra en un tubo eppendorf y agregamos 200 glbd#ormo por cada 1 ml de Trizol,
agitando vigorosamente por 15 segundos. Incubamos petatara ambiente por 2-3
minutos. Centrifugamos el tubo a 12.000 g durante ititos a 4°C, luego de los cuales
observaremos tres fases: una superior acuosa qtieneoal ARN, una interfase y una fase
inferior roja compuesta por fenol-cloroformo. Tramsf®s la fase acuosa a un nuevo tubo
eppendorf y agregamos 0,5 ml de isopropanol por ¢ada de Trizol. Incubamos 10
minutos a temperatura ambiente para favorecer la piaagim del ARN. Centrifugamos
durante 10 minutos a 12.000 g a 4 °C, luego de ldsssa observa un precipitado blanco
tipo gel correspondiente al ARN. Descartamos cuidateste el sobrenadante y lavamos el
pellet con 1 ml de etanol 75% por cada 1 ml de Trizol utiiizaHomogeneizamos con
vortexy centrifugamos a 7500 g durante 5 minutos a 4°C. Dieswas el sobrenadante y
dejamos secar gpellet durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Pionoult
resuspendemos el pellet en 30 pl de agua libre desRNAreservamos el ARN purificado
a -80 °C.

Para realizar la cuantificacion del ARN utilizamosalipo NanoDrop, un espectrometro de
amplio espectro (220-750 nm) que mide 1 pl de muestra alta eficiencia y
reproducibilidad. Brevemente, se coloca 1 pl de muestta punta de una fibra éptica y, en

segundos, el equipo otorga la concentracion de la apientual puede estar en un rango de
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2 a 3000 ng/ul. La concentracion se obtiene por laigidedde la absorbancia cuando la
muestra es excitada a 260 nm, longitud de onda adalgsorben los acidos nucleicos. El
equipo también evalla la absorbancia a 280 nm, londéuzhda a la que absorben también
las proteinas debido a sus residuos aromaticos, 3l@dacla relacion 260/280, la cual debe

ser superior a 1.7-1.8 para ser considerada dpuneaa aceptable.

Retrotranscripcion

Para la sintesis del ADNc utilizamos la enzima trants#® reversa del virus MMLV
(Invitrogen). Esta enzima utiliza como molde ARN o ABple cadena en presencia de
unprimer para sintetizar la hebra de ADNCc.

Para todas las reacciones, partimos de 1 pg de ARA yz masa representativa y
homogénea del cultivo celular. Realizamos la reacaidaos pasos; primero alicuotamos en
un tubo el ARN y el agua, incubamos a 65°C por 5 togen un termociclador (Bio-Rad)
para de esta forma desnaturalizar el ARN y rompepdasbles estructuras secundarias que
pudieran haberse formado. Luego, agregamos 10 |d deezcla de retrotranscripcion e
incubamos a 37°C por 50 minutos, tiempo en el cualdarencataliza la sintesis del ADNc.

Por dltimo, calentamos a 70°C por 15 minutos para iredévenzima.

PCR

Realizamos la reaccion en cadena de la polimerasa (R@Ri)to final utilizando la ADN
polimerasa DreamTaq (Fermentas). La reaccion fuedieva cabo en el equipo Peltier
Thermal Cycler DNA (BioRad). Analizamos el producte émplificacion mediante
electroforesis en un gel de agarosa 2% tefido browheretidio para poder visualizar las

bandas de ADN. Detallamos a continuacion los primeligadibs:

Gen Secuencia del primer (5’-3")

OCT4 Forwardl TGACGGGAACAGAGGGAAAG
Reverseg TCAGCTTGGGCTAGAGAAGG

Nanog Forward AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG
Reverseg CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG
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Sox2 Forward CACAACTCGGAGATCAGCAA
Reverseg CTCCGGGAAGCGTGTACTTA

Klf4 Forward| GCGAACTCACACAGGCGAGAAACC
Reverseg TCGCTTCCTCTTCCTCCGACACA

cMyc Forward TGACCTAACTCGAGGAGGAGCTGGAATC
Reversg AAGTTTGAGGCAGTTAAAATTATGGCTGAAGC

Rex1 Forward ACGAGTGGCAGTTTCTTCTTGGGA
Reverseg TATGACTCACTTCCAGGGGGCACT

Ecatl Forwardl TGTGGGGCCCTGAAAGGCGAGCTGAGAT
Reverse ATGGGCCGCCATACGACGACGCTCAACT

Mespl Forward GCGACATGCTGGCTCTTCTA
Reversege TGGTATCACTGCCGCCTCTTCC

Mesp2 Forward GTGCCTTTATCTGCCTCTTCTG

Reverse AGCGGGGGTGTCTTGTCTC

Miocardin Forward CATTGTTTCCCAAGGAGATTC
Reverse GCGATGTTACCCTCCTCAAAA

Isl1 Forward CATCGAGTGTTTCCGCTGTGTAG
Reverse GTGGTCTTCTCCGGCTGCTTGTGG

Brachyury | Forward GACTTCGTGACGGCTGACAA
Reverseg CGAGTCTGGGTGGATGTAG

Nkx2.5 Forward ACATTTTACCCGGGAGCCTACGGTG
Reversel GCTTTCCGTCGCCGCCGTGCGCGTG
actina Forward GTGGGCCGCTCTAGGCACCA
Reversel CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG
IGF Forward TCTGTGCGGCGGGGAGCTGGT
Reverseg AGTCTCCAGCAGGGCCAGGTCG
FGF Forward GAACGGGGGCTTCTTCCT
Reverseg CCCAGTTCGTTTCAGTGCC
LIF Forwardl GCTCCAGTATATAAATCAGG

Reverse GATCTGGTTCATGAGGTTGC

Pagina 69



Noelia lvana Losino

Inmunofluorescencia

Cultivamos las células sobre vidrios cubreobjetos larep de 12 o 24 wells cubiertas con
gelatina como se especificé previamente. Una vez iadisdias células o llegado al estadio
de diferenciacién deseado, descartamos el medialtieocy realizamos tres lavados con
PBS. Fijamos y permeabilizamos las células medianteregyado de 0,5 ml de metanol a -
20°C durante 10 minutos, luego realizamos lavados & ara eliminar el exceso de
metanol. Realizamos el bloqueo incubando los wells cén,de una solucion 0.1% de
suero de cabra en PBS-Tween, durante media horapeeri@iura ambiente. Realizamos la
incubacion con el anticuerpo primario especifico padaanarcador en estudio utilizando
una dilucion de dicho anticuerpo en PBS Tween. lamds cada well con 200 pl de
anticuerpo primario especifico para los marcadoresestudio durante una hora a
temperatura ambiente. Luego, realizamos 3 lavadoS denutos con PBS-Tween para
remover el exceso de anticuerpo primario e incubaran<00 pl del anticuerpo secundario
por 40 minutos. En la mezcla de incubacién, ademéas agesy 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) 0,1 pg/ml para marcar los nucldegodas las células. Montamos los
cubreobjetos con 7 pl de solucion de montaje Mowiol/Dalbejamos secar un dia y
sellamos con esmalte de ufias transparente. Conservamdrio y en oscuridad hasta
observar al microscopio. Obtuvimos las imagenélizarido un microscopio confocal

Olympus 1X81/Fluoview FV 1000 y las procesamos conseftware Photoshop CS3.

Detallamos a continuacion los anticuerpos utilizados:

Anticuerpo Dilucion de trabajg Proveedor

OCT4 1:200 Santa Cruz Biotechnology
SSEA-1 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Stat3 1:100 Santa Cruz Biotechnology
p-Stat3 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Alphafetoprotein 1:200 Santa Cruz Biotechnology
B HI tubulin 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Alpha Smooth Muscle Actin1:200 Dako
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Formacion de teratomas y analisis histologicos

Cultivamos las CME en MC por lo menos tres pasajes aias en placas de cultivo
previamente tratadas con 0,1% de gelatina de piel boeosechamos las células por
tratamiento con tripsina, las centrifugamos y las resutipes a una densidad de 1%10
células/ml en DMEM en ausencia de SFB. Mantuvimos clélsilas a 37°C hasta la
inyeccion. A continuaciénjnyectamos 100 ul de la suspensién celular (1X16élulas)
subcutaneamente en el flanco dorsal de ratones @ép#mnade (nu/nu) de 6-8-semanas de
edad. Dos semanas después de la aparicion del tamanimales fueron anestesiados en
una camara con GOy se sacrificaron por dislocacion cervical. Removirtass tumores
quirdrgicamente, fijamos en PBS con 4% de formaldeh&dncluimos en parafina. Se
hicieron cortes de los mismos (secciones de 4 mm) alizaenos ensayos de
inmunohistoquimica o se tifieron con hematoxilina y eodf@a inmunohistoquimica,
bloqgueamos las cortes con 1% de suero de cabra 8n [®&mos e incubamos con los
anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatobiente. Después lavamos en PBS e
incubamos los cortes durante 30 minutos con anticgegerundarios conjugados a
peroxidasa (HRP), lavamos y revelamos (ABC Kit, Vedr®{. PK-6200). Luego, tefiimos
las muestras con hematoxilina. Los procedimientos gulevegon a cabo con los ratones,

se realizaron de acuerdo a las normas éticas locales.

Ensayos de proliferacion celular

Evaluamos la proliferacion de las células mediarferetites ensayos. Para ello, cultivamos
las CME en placas cubiertas con 0.1% de gelatina esionrde proliferacion estandar.
Luego, tripsinizamos las células y las plaqueamasnenplaca multiwell de fondo plano de
96 pocillos. Para cada experimento, sembramos éd@0 — 10.000 células por pocillo,
dejamos crecer en MP durante 24 horas y una vezidd$éeles cambiamos el medio por
MC o MP segun corresponda, preparado sin rojo fesggun el protocolo que decidamos

utilizar.

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico que nedactividad de las enzimas
mitocondriales que reducen al colorante de tatrazolipNBET o XTT que es otro colorante

muy relacionado.

Pagina71



Noelia lvana Losino

Se cuantifico la proliferacion de las células por el meétdd sodio 2,3 -bis (2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil) -5 - [(fenilamino)-carbonil]-2H-tetzalio inner salt (XTT) (Sigma) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Breveamem volumen de solucion XTT
igual al 20% del medio de cultivo fue agregado 3 harass de la medicion. La formacion
de producto coloreado; un derivado de formazan tbe oaranja; se cuantifico al colectar el
medio de cultivo, y realizando la lectura de su absmibaa 450 nm, en un lector de placas
multiwell (Microplate Reader, BioRad, modelo 680).r8std la contribucion de la sal de
sodio (reactivo de XTT) a 690 nm Realizamos una m&dligiicial 3 horas después de la
siembra de las células en la placa. Luego, medimdsstartaancia a 450 y 690 nm todos los
dias. La tasa de proliferacion fue calculada relativizataoedio de proliferacién estandar.
Asimismo, se cuantificé la proliferacion de las célulasaatildo el tetrazolio MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)eBemente, agregamg ul de la
solucién madre de MTT (5 mg/ml en PBS) aweill de una placde 96 pocillos con 200 pl

del medio correspondiente. Protegimos las placas lle la incubamos 4 horas a 37 C (en
estufa). Luego remplazas el medio por 100 pl de isopropanol y se incubé 30 minutos a
temperatura ambiente. Cuantificamos la formacién delymto coloreado, formazan de
color purpura; realizando la lectura de su absorbaam&70 nm y restamos la contribucién
de la sal del MTT, un tetrazolio amarillo; a 650 nm. Maiinta absorbancia los dias
indicados. La tasa de proliferacion fue calculadativtando al medio de proliferacion

estandar.

Por otra parte, cuantificamos la proliferacion mediagiteensayo de tincion con Cristal
Violeta. El Cristal Violeta es un ensayo colorimétricoaplar cuantificaciéon del ADN. Este
colorante ingresa al nucleo y se une a la cargainagil ADN. Brevemente, lavamos las
células 2 veces con PBS frio y luego fueron fijadas metanol 10 minutos a -20 °C.
Llevamos a cabo la tincién con 0.5% Cristal Violeta egtanol durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Lavamos las células con agsecamos a temperatura ambiente
protegidas de la luz. El Cristal Violeta que incorponalas células se solubilizé con una
solucion 10% acido acético durante 30 minutos a temparaambiente. Medimos la

absorbancia a 590-595 nm los dias indicados.

Ademés, cuantificamos la proliferacion mediante elago de sanado de heridamound
healing Para este ensayo, realizamos una herida en el agmtlas colonias de CMEh

mediante un rasgufio o aspiracion de las células cpnrita de urtip de una pipeta de
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200ul. Lavamos las células con PBS y reemplazamos el maaliomedio fresco que
contiene o no los péptidos indicados. El sanado@@tared por fotomicrografias tomadas
todos los dias. Las imégenes fueron analizadas gmoglama ImageJ para cuantificacion

del area cubierta.
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