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Resumen

Efectos de AKT1y dependencia de su SUMOilacidoreoesos relevantepara
el mantenimiento de la pluripotencia en células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (CME) se obtienen del macizo celular interno de blastocistos de
mamiferos y en condiciones adecuadas de cultivo tienen la capacidad de-rantvarse
indefinidamente y de diferenciarse a todos los tipos celulares de un organismo adulto. Estas
caracteristicas las posicionan n@lascomo un excelente sistemexperimentalpara la investigacion
en biologia del desarrollo, sino también elmodelado de enfermedadesvaluacion de farmacos
como una gran promesa en el area denedicina regenerativa

Las propiedades fundamentales de las CME son mantenidas principalmente por los factores de
transcripcion (FISNANOG, OCT4 y SOX2, que juntos constiteiy@rede pluripotencia que induce
la expresién de genes cruciales del estamoripotente e inhibe aquellos que promueven la
diferenciacion celular. Si bien hoy en dia se conotgran nimerale factores y vias involucradas,
dada la complejidad de esta red regulatoria, alin siguen en estudio los mecanismos moleculares que
regulan el estado pluripotenten CMEEntender en profundidad estos procesos es fundamental para
la futura aplicacion segura de estas céudm pacientes.

La quinasa de serina y treonina AKT, también conocida como PKB, media la accién de una gran
variedad de estimulos, regulando asi diversos procesos celulares. En particular en CMEgaAKT
papel fundamental en el mantenimiento de las propiedades fundamentales de estas células,
promoviendo su supervivencia e induciendo la expred®Nanog. La activacion de AKT se produce
como consecuencia de su fosforilaciém sitios especificos; sin embardanto su actividad quinasa
como su especificidad de sudiva son regulados finamente potras multiples modificaciones post
traduccionales (MPTSs), incluyendo la SUMOilacién. Esta MPT juega un papel importante en la
regulacion de la funcion, localizacion, estabilidad e interacciones de un gran nimero de proteinas.

Los primeros reportes sobre la SUMOilacion de AKT cumplen su primera década, y desde
entonces solo un pufiado de trabajos profundizaron sobre los efectos de esta MPT en la funcion de
esta quinasa. En particular, se ha encontrado que la SUMOilacion deeA&&feéctos sobre diversos
procesos celulares como la supervivencia, la proliferaei@plicing e incluso el potencial oncogénico
de ciertas lineas celulares, pero su efecto en CME no habia sido estudiado.

Por lo tanto, dada la importancia de AKT en el contexto pluripotente y la relevancia de la
SUMOilacién en su funcién, postulamos que la SUMOilacién de AKT podria tener un papel relevante
en el mantenimiento del estado pluripotente en CME.

Para poner a prueba esta hipétesis, estudiamos en primer lugar los efectos de la SUMOilacion de
AKT1 sobre la expresionldel de pluripotencia Nanog. Para esto estudiamos el efecto de mutantes
de AKT1 con diferente capacidad de ser SUMOiladas, incluyendo la mutante AKT1 E17K encontrada
en varios tipos de céncer, e interferimos con el proceso de SUMOilacion mediante tramséecana
mutante dominante negativa de la enzima UBC9, conjugadora del grupo SUMO y clave para el proceso
de SUMOilaciérEncontranos que AKT induce la expresionNi@nogde manera dependiente de su
SUMOilacion.



Para estudiar el mecanismo molecular subyacente utilizamos diferentes abordajes para explorar
la participacion de diversos blancos de AKT, FTs y vias triviales que vinculan a AKT con la expresion de
Nanog en CME. Nuestro andlisis sugiri6 que ninguno déatdsres estudiados es un mediador
exclusivo o indispensable en la induccién de Nanog por#iK€mbargo, la exploracion del efecto de
AKT1 en diferentes contextos celulares, en conjunto con un analisis bioinformatico, nos condujeron a
nuevos candidats.

Por otro lado, dado que I8UMOilacion afecta la compartimentalizacfa diversas proteinas,
hipotetizamos que esta MPT podria tambiénmpactar enla distribucion subcelular de AKT1,
modulando por este mecanismo su funcion y especificidad. Para estudiar esta hipétesis, generamos
proteinas de fusién a la proteina fluorescente mCherry de las variantes de AKT1 con diferente
capacidad de ser SUMOiladas, lo que nos permitié llevar a cabo aliststudios utilizando
microscopa confocal de células vivas. Engamos que la SUMOilacibn modula la
compartimentalizacion y distribucion subcelular de AKT1, especialmente promoviendo su traslocacion
al ndcleo. Este hallazgo nos llevd a estudiar el efecto sobre diferentes pardmetros nucleares
relacionados con la regudn de la expresion génica.

Encontramos que las diferentes variantes de AKT1 afectan de manera diferente la distribucion de
flI LINBPBGOGSNYlF |a20AFRIF I KSGSNRONRBYFGAYLlF Mh I AYRAC
estado de compactacion de la cromatina.

Dado que logambios en el estado de la cromatina pueddactarla interaccion de los FTs
con sus sitios blanco dentro del genoma, nos propusimos estudiar la organizacién subnuclear y la
dindmica de interaccién con la cromatina de los princip&Esle pluripotencia y su relacion con la
SUMOilaciéon de AKTL. Para esto utilizamos ademas la técnica de espedarascaoprrelacion de
fluorescencia en CME vivas. Nuevamente encontramos que las diferentes variantes afectan tanto la
distribucion de OCT4 y SOX2, como la interaccién con la cromatina de OCT4, SOX2 y NANOG,
posiblemente impactando en guncion.

En conclusidén, en este trabajo demostramos que la SUMOilacién de AKT1 impacta en procesos
relevantes para el mantenimiento de la pluripotencia en CME de raton.

Palabras clavden orden alfabético) AKT1; AKT1 E17K; Células madre embrionarias; Dinamica de
interaccion; Espectroscégp de correlacidon de fluorescencia; Factores de transcripcion de
LJ dzNRA LJ2 G Sy OA | i@ cohfdcak He Bélutad iy ASPNaRB& NIDilacion; UBCY (C93S)



Abstract

Effects of AKT1 and their SUMOylation dependence on relevant processes for

pluripotency maintenance in embryonic stem cells

Embryonic stem cells (ESCs) are derived from the inner cell mass of mammalian blastodysts
under appropriate culture conditions, they can sedhew indefinitely and differentiate into all cell
types of anadult organism. These characteristics position them not only as an excellent system for
research in developmental biologyut also indisease modeling, drugsting, and as great promise
in the field ofregenerative medicine.

The fundamental properties of ESCs are primarily maintained by the transcription factors (TFs)
NANOG, OCT4, and SOX2, which together constitutecohe of pluripotency that induces the
expression okeygenesfor the pluripotent state andepressthose that promote cell differentiation.
Given the enormous complexity of this regulatory network, although many factors and pathways are
known, the molecular mechanisms that regulate the pluripotent state in ESCs are still underfstudy
deep wnderstandingof these processes is essential foe future safe application of these cells in
patients.

The ®rine/threonine kinase AKIPKB, mediates the action of a wide variety of stimuli, thereby
regulatinga great number ofcellular processes. AKllays a key role in the maintenance of the
fundamental properties of ESCs, promoting their survival and inducing the expression of Nanog. The
activation of AKT occurs as a result of its phosphoryldtiaspecific siteshowever,both its kinase
activity and its substrate specificity are finely regulated dther multiple posttranslational
modifications (PTMs)ncluding SUMOylation. This PTM plays an important role in the regulation of
the function, localization, stability, and interactionsrményproteins.

Since ke first reports on AKT SUMOylation a decade,only a fewstudies have explored the
effects of this PTM on the function of this kinasiehas been found thait has effects on various
cellular processes such as survival, proliferation, splicing, and @véime oncogenic potential of
certain cell lines, buthe effect of AKT SUMOylatioim ESCs has not been studigat.

Therefore, given the importance of AKT in the pluripotent context and the relevante of
SUMOylation in its function, we postulate that SUMOylation of AKT could have a relevant role in the
maintenance of the pluripotent state in ESCs.

To test this hypothesis, we first studied the effects of AKT1 SUMOylation on the expression of the
pluripotency TF Nanog. To dihis, we studied the effect of AKT1 mutants with different
SUMOyltability, including the AKT1 E17K mutant found in several types of cancealsamiaterfered
with the SUMOylation process by transfecting a domirsegative mutant of the UBC9 enzynikhis
enzymenormally conjugates the SUMO groug its targetsand is keyfor the SUMOylation process.

We found that AKT induces Nanog expression in a SUMOytimendent manner.

To study the underlying molecular mechanism, we used different approaches to explore the
involvementof severalAKT targets, TFs, and trivial pathways that link AKT to Nanog expression in
ESCs. Our analysis suggested that none of the factors studied is an exclusive or indispensable mediator
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in the induction of Nanog by AKHlowever, the exploration of the effect of AKT1 in different cellular
contexts, together with a bioinformatics analysis, led us to new candidates.

On the other hand, since SUMOylation affects the compartmentalization of various proteins, we
hypothesized that this PTM could alisopact onthe subcellular distribution of AKTodulatingits
function and specificityalsothrough this mechanism. To study this hypothesis, we generated fusion
proteins to the fluorescent protein mChermyf the AKT1 variants with differe®UMOylatability. This
approachallowed us to carry out different studies using confocal microscopy of living cells. We found
that SUMOJlation modulates the compartmentalization and subcellular distribution of AKTZ1,
especially promoting its translocation to the nucleus. This finding led us to study the effect on different
nuclear parameters related to gene expression regulation.

We found that the different AKT1 variants affect the distribution of the heterochromatin protein
Mh Ay | RAFTFSNBYG 61 &3 Ay RAoOdhidrhayircompéctiod. G KA & t ¢ a

Since changes in the chromatandscapeaffectsthe interaction of TFs with their target sites
within the genome, walecidedto study the subnuclear organization attte dynami@l interaction
to the chromatin of the main pluripotency TFs and their relationship with AKT1 SUMOylation. For this
purpose we also used fluorescence correlation spectroscopy in living B®C®und that the
different AKT variants affect both the distribution of OCT4 and SOX2, as well as the intertactien
chromatin of OCT4&0X2, and NANOG, posshuying an impaabn their function.

In conclusion, in this work we demonstrate that AKT1 SUMOylation impmarctdifferent
processes relevant for the pluripotency maintenance in mouse ESCs.

Keywords (alphabetical order)AKT1; AKT1 E17K; Embryonic stem cells; Fluorescence correlation
ALSOGNRAO2LRT I1tmhT [AGS OStf O2yF20Ft YAONRAO
Subcellular distribution; SUMOylation; UBC9 (C93S)
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En 1868 de la mano debidlogo aleman Ernst HaecKél, aparecio por primera ved &rmino
célula madreen la literaturacientifica Haeckel,seguidor de laeoria de la evolucion de Darwin,
publicbuna serie de arboles filogenéticos para representar la evolucion de los organissdEnte
la descendencia de ancestros comunes y llamé a estos artéesmbaumeen alemén, arboles
genealdgicoskn este contexto, Haeckel utilizo el térmB@mmmzellden aleman, célula madre) para
describir el organismo unicelular ancestgale dio origen d@odos los organismos pluricelulargs,
[2]. Posteriormente, eruna version revisada d&u libroAnthropogenieen 1877 Haeckeplanteo el
pasaje de este término desdie filogeniaa la embriologia y propuso que el évulo fecundado también
se llamara célula madre. Es depippusodos significados para el conceptod&ula madre: como el
ancestro unicelular de todos los organismos pluricelulares y como el évulo fecundado que da lugar a
todas las células del organisn®i.bien la idea original detras de este término no es exactamente como
la concebmos hoy en dialos invitamos a que nos acompafien las siguientes paginas de esta
seccién, no solo a entender el concepto actual detras de este término, sino a profundizar sobre el
estado del arte detras de este fascinante modelo de investigacion, &aeekel sin querer, hace un

siglo ymedio leotorgariasu nombre.

1.1 Las células madre

Hoy en diase definea lascélulas madrgCM), como células que poseen simultdneamente dos
propiedades fundamentales: la daito-renovaciény la dediferenciacionLaauto-renovaciénes la
capacidad de propagarse ilimitadamente mediante sucesivas divisiones celltarageneral, en
cultivo estas divisiones s@imétricas,dandolugar a dos células hijas iguales entre si e iguales a la
célula progenitoramanteniendo sus caracteristicas e integridad gendmica intaStaembargo, en
el contextoin vivo, en el cual las CM se encuentran tanto en el embrién, como en diferentes tejidos
de un organismo adultestas células pueden tener divisiones asimétricas, donde una de las células
hijas conserva sus capacidades de CM, manteniendo una poblacién constante de estas células,
mientras que en la otra célula hija no. Por otro lado, si bien las CM pueden ser éni@s o
diferenciadas, como parcialmente diferenciadas, mantieneraf@cidadie diferenciaciénges decir,
pueden comprometerse enn linaje o tipocelular mas especializadmediante un cambi@n su
programa de expresion génica que determina un canfbiwtipicq permitiendole cumplir una

funciona determinad43].

Si bien las CM son fundamentales pareretimiento embrionario, su relevancia no solo se limita
a etapas tempranas en el desarrollo, sino que la presencia de CM en el organismo adulto cumple un
rol fundamentalen los procesos depor ejemplo,renovacion de tejidos por su normal deteriow,

reparacion frente a un dafid].
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Como ya se puede percibir en estas primdrases las CMsonextraordinariamente plasticalo
gue las establece como una gran promesa en el area de la medicina regenerativa por ser una fuente
ilimitada de células potencialmente diferenciablesndltiples tipos celularesde acuerdo cona
necesidad del investigador, médico o paciente. Adena&sCMconstituyen un excelente modelo en
las areas dénvestigacion de biologia del desarrollo, modelado de enfermedades y evaluacién de
farmacos.Por lo tanto, sbien desde el surgimiento de esta area de investigacion, esta se encuentra
en continua y rapida expansion, el estudio déitzlogia ddas CMsigue constituyendain excelente
modelo para el estudio de mecanismos esencialeang necesidad para la aplicacién segyra

eficiente de las CM en diferentéseas[5].

1.1.1Clasificacion de lascélulas madre

Se conocen diversos tipde CM queoueden seenmntradasnaturalmenteen diferentes etapas
del desarrollode unorganisno, como describiremos a continuacioy ademas diferentestipos de
CMqguepueden ser producidasmantenidagn el laboratorio a partir ddiversaduentes, incluyendo
células terminalmentaliferenciadag5]. Dada la diversidad de CM, se las pueden clasificar segun su

potencial de diferenciaciémsuorigen

Sgun supotencial de diferenciacigres decir, segun la cantidad de linajes o tipehilares
especificogue puederderivar deun tipo deCM, se puedeslasificar en 5 grupo&specificamente,
se definen comoCM totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes y unipotenigls
(Figural. 1). Cabe destacar questa clasificacion puede ser ambigua segubitdiografia y muchas
veces, por ejemploa un mismo tipo celular, se lo puede encontrar descripto como pluripotente,
multipotente y/o oligopotente. Estgedebe a quegen algunos casdss limites de esta clasificacidon
son difusos, pero ademasjan surgiendonuevos protocolos dirigidos de diferenciacion y/o
transdiferencia@n y condiciones de cultivo que permiten la reprogramacion génica expandiendo el
potencial de cada tipo de CM en su contexto naturAllo largo de este trabajo, usaremda

clasificaciéon estandajue se encuentra a continuacio
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Figural. 1. Estadios del desarrollo y tipos de células madre, clasificados segln su potencial, y compromiso
celular (diferenciacion).

Lascélulas madre totipotente@ambién encontradas bajo el termimmnipotente3 son aquellas
capaces de dar origen a todos los tipos celulares de un orgarasiulto, incluidos los anexos
extraembrionarios[7]. El cigoto, formad por la unién del oocito y el espermatozoide en la
fecundacién, es ejempilo trivial de totipotenciaor otra parte tambiénsontotipotentes las células
gue surgen a partir de las primeras divisiones celulares del gifpgtrimerosblastomeros Estas
células, al igual quel cigotqg pueden potencialmente dar origen @ individuo, incluyendo por

supuestofodos los tipos celulares y anexos extraembrionagomoocurreen el caso de los gemelos.

A medida que transcurre el desarrollo, las células del embrion contintan diferenciandosany se
comprometendohacia un linaje particular, perdiengwogresivamentesu capacidade diferenciarse
atodoslostipos celularesiel embrion Luego de sucesivas divisiones de los blastomeros, el embridon
se encuentra en una forma esférica maciza llamada mérula. La mérula es un estadio breve, debido a
gue en su interior rApidamente comienza el proceso de cavitacién en el que se forma una cavidad
interna, elblasto®le. Este proceso da origen a una estructeaominadablastocistq que contiene
dos poblaciones de células diferentes, las células del trofoblasto que formaran parte de los tejidos
extraembrionarios, y las células dahcizo celular interngMCI), que daran lugar al individuo. Las

células del MCldenominadas células madre embrionarias (CE&Cs en ingleson pluripotentes

[8].

En general, ds células madre pluripotente$CMP)se definen comoaquellas capaces de
diferenciarsea todos los tipos celulares derivados de las tres capas germinattsdermo,
endodermo y mesodermancluida la linea germinal. Si bien de estas capas derivan todos los tejidos y
organos del organismo, las CM® son capaces de dar origen ategdos extraembrionariog8]. Las
CMPse encuentran en un grado mayor de compromiso cekmiacomparacion con las totipotéssy

tienen menorpotencial quesstas
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Debemos mencionar que muy recientemente, han surgido trabajos que sugieren que estas
caracteristicas no son exclusivas de estas células mencionadas, sinmqimilando las condiciones
de cultivo, puede lograrse aumentar el potencial de ciertas células. Especificamente, muy
recientemente se logro la generacion de modelos de embrionesengamblantes a partir de células
madre embrionarias, los cuales emulan las primeras etapas del desarrollo embrionario, sirviendo
como un excelente modelo para el estadie estos procesos y desafiando los limites del potencial de
las CM establecidos hasta el mome{i{g[11].

Desdeel establecimientale las primeras CMEN 1981 y durante muchos afios,edtudiode las
CMPse acotbéa lasCME Estas células fueron las tnicas CMP accesibles por la comunidad, debido a
gue su obtencién, si bien demanda condiciones técnicas especificas, es relativamente sencilla
(esquematizado effrigural. 2), y una vez obtenidagueden semantenidas ercultivo de manera

estable e indefinidamenten condiciones apropiadg4?2].

Capacidades
Fertilizacion in vitro / \

Macizo celular interno (MCI » " —_—
( ) Autorenovacion Diferenciacién

Aislamiento Eropagacion m ‘

—_— —_— o —

Trofoblasto

Células del MCI Células Madre Embrionarias

Mérula Blastocisto

Figural. 2. Obtencion de CME embrionarias.

Si bien hay diferentes tipos de células madre derigaftadiferentes estadios embrionarios, el
término CME se utiliz&n generaly en este trabajgparalas CMRierivadas del MCPor otra parte,
hoy en dia, se conoce que el estado pluripotente no es uno solo, sino que existe un gradiente de

diferentes estadosisociados &aracteristicagspecificasque mencionaremomasadelante.

En la actualida@xisten también CMPqgue no se obtienen a partir de embriones, sino pae
pueden generarmediante la manipulacion de la expresion génica de células terminalmente
diferenciadasEn 2006, el Dr. Shinya Yamanaka reportd por primera vez la reprogramacion exitosa de
fibroblastos, célulaserminalmentediferenciadasde ratén,hacia un estadio pluripotente similar al
de las CMIEL3]. Esto fue logrado a partir de la expresién forzada de cuatro factores de transcripcion
(FT3, importantes en el estado pluripotentg lascélulasgeneradas fueron denominadalulas
madre pluripotentes inducidgCMPlo iPSCs en inglédJn afio después, se obtuvieron resultados
similares a partir de fibroblastos human¢$4], abriendo la puerta a un sinf de lineas de
investigacion en todo el mundo y generando asi nuevas perspegérasda aplicacion de células
madre pluripotentestanto en la generacion de modelos de enfermedades como para su futura

aplicacioren terapiagegenerativag5], [15], [16](Figural. 3). Estos logrogunto con los experimentos
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pioneros de John Gurdaste la década de 19607] que condujeron a la clonacién de animales por

transferencia nucleaterminaron dedejar atrasel antiguo dogma de la biologia del desarrollo que

indicaba que una célula diferenciada no era capaz de volver a un estadio de desarrollo.anterior
_ Reprogramacion Células Madre
— —_— Pluripotentes
= inducidas (CMPI)
Células
Paciente somaticas
he Diferenciacién in vitro
. ©
0® &6
. °
Cardiomiocitos Células hematopoyéticas Células pancreaticas Precursores neurales
. J J J JL Generacion de modelos para:

Transplante Autélogo o Estudio de enfermedades
o Screening de farmacos

Figural. 3. Uso de CMPI en terapias regenerativas. Ejemplo de trasplante autélogo.

Por ultimo, las células madre multipotentesoligopotentesy unipotentesson células mas

comprometidas en la diferenciacion que las CMP y sol@apaces de dar origen a un rango limitado

de tipos celularesS encuentran presentes en el organismo ad(it8] y son las responsables de la

renovacion de los tejidos que se van deteriorando normalmente a lo largo del tieynge,la

reparacion de ciertos dafios que los tejidos puedan sidrirejemplo muy conocido de células madre

multipotentes son las CM mesenquimales (CMM o MSCs, en ihpfsjue se encuentran en una

variedad de tejidos, como la médula 6sea, los tejidos adiposo, éseo y sanguineo, entfajtieer

otro lado, las CM hematopoyéticas son un ejemplo clasico de CM oligopotentes, que pueden

diferenciarsehacialinajes mieloides y linfoidg20]. Sin embargo, esta clasificacion de CM ha caido

en desuso en los Ultimos afios y en la mayoria de los casos se las considera CM multifotentes.

respecto a las CMinipotentes,éstas se encuentran en la base de la escala de su potencial de

diferenciacion y son precursoras de un Unico tipo celular terminalmente difereng@ad@jemplo,

las CM musculares, que dan lugar a células musculares mddutas

Por ultimo, en contraste con cualquier tipo de Gidgun esta clasificacigrodriamos reunir en

un gran grupo a las células mas abundantes en un organismo desarrolladulasterminalmente

diferenciada.

Estas célulamantienen su identidadoda su vida y ertondiciones fisioldgicaso

patolégicas no revierten el proceso de diferenciaciogue dio lugar a su fenotipo especializado

Durante la diferenciacion, laglulas se van especializanckda vez masen una funcién determinada

y van perdiendo swapacidad proliferativa. Si bien no esmun naturalmente pueden ocurtir

reversiones hacia estadios celularegenos diferenciadgsadquiriendo un mayor potencial de
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diferenciacion y proliferacion, pero estos procefiesan a patologias como el cancg@2]. Como ya
lo mencionamoshoy en diaen el laboratorio también se puede volver a atras en la diferenciacién

pero de forma controladay dar origen a lineas deMPI.

1.1.2Células madre embrionarias de raton

Las células madre embrionarias de ratdén, de aqui en mas referidas como CME, son células
pluripotentes,que constituyeron el modelo de estudio principal en el que llevamos a cabo la mayoria

de los abordajes experimentales de este trabajo de tesis doctoral.

Han pasado mas de cuatro décadas desde el primer reporte de obtencién exitosa de una linea
celular establecidan vitrode CME en 19823]. Como ya mencionamo®d mismas fueron derivadas
delMClde blastocistos de raténgasi dos décadas despuégyartir de blastocistos human¢4]. La
capacidad intrinseca de diferenciacion de las CiiplicO un desafio importante para el
mantenimiento de estas células en cultivo en estado pluripotente o indiferenciado, debido a que
naturalmente las mismas tienden a diferenciarse. Inicialmessgéas célulagran mantendastanto
sobre una capdfeeder layey de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF, por su sigla en inglés)
tratados con mitomicina o irradiados para evitar su proliferagigs], comotambiénen medio de
cultivo condicionado de lineas de teratocarcinoma (tumor embrion$2@]) lo que permitia qusus

caracteristicas dauto-renovaddny pluripotencigpermanezcan intactas

En estas condiciones, I&MEno solopodianser propagalasindefinidamente, manteniendo su
capacidad de diferenciarse en diferentes tipos celulas@® que ademagsse encontré que podian
contribuir a diferentes linajes celularate ratonesquimera si eran inyectadas nuevamente en
blastocistos de rat6rj27]. Estos trabajos pioneros, juntos con técnicas emergentes de ingenieria
genética y biologia molecular, durante muchos afnos facilitaron el desarrollo de nuevos abordajes, por
ejemplo, para la generacion de ratorlasockoutpara genes determinados, permitiendo asi el estudio

de la funcién de un gran namero de genes.

Réapidamente se comenzar@ninvestigar los componentes qlefeeder layerde células MEF
proporcionaba al medio de cultigoque impedia que las CME escaparan del estado pluripotSate
encontré queestas célulasecretabaruna citoquinadenominaddaactor inhibidor de la leucemi@.IF,
por su sigla en inglés), cuya presencia en el medio era condicion suficiente para inhibir la diferenciacion
espontanea de la€ME[28]¢[30]. Luego del descubrimiento de la presencia de LIF en los medios de
cultivo que mantenian inalteradas las capacidades intrinsecas de<gMEscubrié que lproteina

morfogenética de hueso BMP4) tambiérjugabaun papelimportante en el mantenimiento de la
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pluripotencia[31]. Este factorse encuentra presente en slero fetalbovino (SFBitilizado enlos

mediosde cultivo, aunquénicialmentese desconocia su presencia.

Esbs descubrimient@ determinaron una mejora clave edo que hasta ese momentera el
complejo sistema deultivo de las CMEEN particular, luegde que se determinara que el agregado
deLIFy deBMP4al medio de cultivo erauficiente paranantener a la&ME erestadoindiferenciadg
incluso utilizandanedicsde cultivo libresde sueromedios definidoy el cultivo de CME sobfeeder
layercay6 en desuspara el cultivo de rutina y solo se sigue usando para condiciones especiales, por
ejemplo, establecimiento de ciertas lineas celulaRs otro ladpse abrida puertaal estudiode los
mecanismosnolecularesque regulanel estado pluripotente de CMEanto in vivo comoin vitro, la

cual continua en vigencia hasta el dia de hoy.

1.2 Mecanismos molecularegen CMP

Hoy en dia se conoce que los factores presentes en el medio de cultivo original, LIF y BMP4,
actlan induciendo la activacién de una serie de vias fundamentales para el mantenimiento de la
pluripotencia en CME. En particular, LIF activa las vias de JAK/STAT3, PI3K/AK[B3] NAi&tras
gue BMP4activa la viale SMADZI31]. Si bien en este trabajo nos enfocaremos en el efector diala
de PI3SK/AKT, creemos necesario mencidmavementelos aspectos fundamentales de cada una de

estas vias, que integran el contexto de sefializacién activa en CME.

1.2.1Sefalizacion dependiente de LIF

El factorinhibidor de la leucemia blFpertenee a la familia de citoquinas-B. Fosee un receptor
heterodiméricq transductorde sefidesde la familiade -6, que seexpresaen CMEy esta constituido
por el receptor desuperficie de baja afinidad ddF (LIFR)Isglicoproteina 130 (GP13@a unién del
LIF con su receptor, activdiferentes vias de sefializacion que repercuten en la regulacion de la
expresion génica de CMB3], tanto afectando directamente la transcripcigmduciendo genes de
pluripotencia,comomodificando el estado de la cromatif@d]. Especificamente, se activan tres vias
de sefalizaciomportantesen CMEla via JAK/STATS3, la via de SHP2/MARKegspecial interés para
este trabajola via de PI3K/AKA. continuacion, abordaremos los aspectos mas importantes de cada

una de estas vias.
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1.2.1.1La via JAK/STAT3

La via JAISTAT3 es una de las vias de transduccion de sefiales mas estatiada#tiples
sistemas celulares. Particularmente en CME, posee un rol fundamental en el mantenimiento de sus

propiedades fundamentald85].

La unién de LIF con su receptor LIFR produce el reclutamient8P13(32]. Lasregiones
citoplasméticas de estos receptores estan constantemente unidasgila@sashnuso JanoJAKY)
una familia de quinasas de tirosinepmpuesta porJAK1, JAK2, JAK3 Y T[8RR En ausencia de
ligandos, esta3AK®stan inactivasmientras quetras la union déstosa los receptoresle superficie
las JAKsse activan por autofosforilacién daidominio inhibitorio. LagAKsactivadas fosforilan los
residuos de tirosina def330 y LIFRJo que permite la union de la @rproteina blanco de JAKs|a
region citoplasmatica de los receptores factor de transcripciétransductor de la sefial y activador
de la transcripcion ISTAT3)STAT3es fosforilada porJAKsse disociadel receptory forma un
homodimera De esta manera, STAdi®ra en el nicleo donde actta corR@induciendda expresion
de genesclave del mantenimiento de la pluripotencia reprimiendo genes asociados a la

diferenciacion(Figural. 4) [35].
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Figural. 4. Activacién de la via de STAT3 por LIF en CMP. Adaptado de Hirai et al [34].

A partir deensayogle inmunoprecipitacion de la cromatii@hlP)se determinaron mas de 2500
sitiosde uniénde STAT3de los cuales méas de 700 son compartidos coRTade pluripotenci@CT4
SOX2% NANOJ37], de los que hablaremos en detalle mas adela@®mo mencionamos,nére los
genes blancde STAT3eencuentrananto genegjue se induceppcomogenes que reprimermuchos
de los cuales son marcadores de diferenciacion a un linaje especifico. Esto indica qQUEEREAT3

también un papelclaveen la prevencion de la diferenciaci¢®l]. Entre estos sitios también se
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encuentran las regiones promotorae FTs de pluripotenciandicando que STAT3 esta altamente

integrado en la red que regula el estado pluripotente.

Por un lado,d via JAISTAT3 poseana regulacion déeedback(bucle de retroalimentacion)
positivo, donde el mismo STAT3 promueve la expresion de GP130, LIFR y STAT3, activando ain mas la
cascada de sefializacion en presencia dg3dF Por otro lado, la regulaciéon de esta via también
implica la presencia de ufeedbacknegativo: STAT3, activado por JAKisduce la expresion del
supresor de la sefializaciéon digoquinas3 (SOCS3que se uney bloquea el dominio quinasa dAKs
por la regién inhibitoria de la quina§df]. Por otro ladgpor fuera de estos mecanismos de feedback,
STAT3ambién esregulado por otros mecanismos. Por ejemde proteina inhibidora de STAT3

activad (PIASBse unede manera direct@ STAT® interfiere con su actividad de unién al A[2].

1.2.1.2La via de SHP2/MAPK

La via SHP2/MAP#Ka sidouna de las vias dependientes de kel CMPmenos estudiadas

comparadas con las otras dos que mencionamos

UF activa la vide MAPK a travéSHP2y mediada poide GRBSOS[41]. SHPZs unatirosina
fosfatasaque se une & GP130 tras la fosforilaciomlel receptorpor lasJAKsy que también es
fosforilada por esta ultimaEl complejo GRB3OS interactia con SHP2 fosforilado y activa la via de
MAPK, involucrando la cascada de fosforilacion de RAS/RAF/MEEAfR&mMatizado en IRigura |.

5) [42]. En la actualidade conocen otras proteinasomo las KSR (no incluidas en la figugag
intervienen en estaiay actian comacaffoldde estas quinasague favorecera interaccion de las
mismas, y que afiaden una capa mas de complejidad y reguld@prista via, a diferencia de las
otras, promueve la diferenciacion debido a que reprime la expred®rFTs de pluripotencia
importantes, como Nanog y Thji#®], [45] Especificamentsobre Nanogla quinasa ERKasforilaa
este FT, lo quesducesuestabilidad promoviendosu ubiquitinacidon comotambién reprimendo su
actividad de transactivacion, induciendo agftualmente la diferenciacionrde CMEpor estos dos
mecanismogle manera simultanef6]. Retomaremogstey otros mecarimos de regulacién de
Nanogen laseccionl.2.3 Seespecula quel mantenimiento dda viade ERkKencendida en estado
latente es uno de los mecanismagsie promueve la salida del estado indiferenciado rapidamente en
ausencia de LIF, proporciam#o una via de escape del estado pluripotertéciente,en el caso de
recibir los estimulos adecuadpt/]. Ademas, diversos experimentos demuestran que la perturbacion
de esta via, por ejemplojediante interferenciale alguno de sus componenteéambién bloquea las
capacidades intrinsecas de diferenciacévigdenciandcsu importancia para el mantenimiento de las

caracteristicas fundamentales de CMBE], [48], [49]
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Figural. 5. Activacion de la via de SHP2/MAPK en CME. Adaptado de Hirai et al [34].

1.2.1.3La via de PISK/AKT

Por ultimo,tal como ocurre en el inicio de los casos anteriores y esquematizadd-gyutal. 6,
a partir de la interaccion de LIF con el LIFR y GP130, se produce la activacién de las JAKs,
desencadenando la fosforilacion y activacion de p85, la subunidad regulatoria defdenésitol 3
guinasa (PI3K)Esta quinasa, cataliza la conversion del Fosfatidiline$jfedifosfato (PIP2) a
Fosfatidilinositol3,4,5trifosfato (PIP3kn la membrana plasméatic®IP3 actia como un andamio y
forma una interaccion con los dominios PH de diversas proteéna®, ellas)a quinasa dependiente
de fosfoinositoll (PDK1) Ante este eventoPDK1se activa yfosforila a la quinasa de serinag
treoninasAKT (también conocida como PKB) en la T308, que también es transitoriamente reclutada
por el PIP3 a la membraif0]. Esta fosforilacién clave, en conjunto con otra mediada por la quinasa
MTORC2 en la S473, son fundamentales para la activacion de AKT como efector de esta via de
sefalizacionMasadelante profundizaremos sobre sus caracteristicas, funciones y regulacion fina de
la actividad de esta quinasa clave para un gran namero de procesos celulares, entre ellos, el

mantenimiento de las propiedades fundamentales de CMP.

Uno de los eventos importantefrabajode esta via es la inhibicién de la quin&sKB por dos
mecanismos diferentes, $ocuaks impactan de manera positiva en la expresién de los FTs
relacionadosal estado pluripotente de CMEIANOG, TBX¥BCGMYC[51]. Por un ladp AKTinactiva
directamente &) { Y mediante fosforilacion en s# [52], mientras quepor otro lado, AKTtambién
promueve su interaccioén con la proteina FRAT/GBP, |dfapiita su exportacion del nucleg53],
evitando la interaccion con sus proteinas blanco caddYC Esta inhibicion dé { Y,anhibe su

actividad quinasa y en consecuencia la fosforilacion-t#YC, lo cual impide su degradaci@nbien
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la regulacion io abajo deesta quinasa es compleja y hay reportes contradictorios, existe cierto
consenso en qu® { Y fosforila y activaa TCF3gue es un represor transcripcional de varios genes
de pluripotencia, incluido Nanofp4], ademas, de fosforilar a-catenina, un FT inductor de la
expresion de Nanog, lo qgpeomueve su ubiquitinacion y posterior degradadih]. Por esto motivo,

en un contexto dd { Y iodctiva, esta quinasa no produce la activaciéon @&3J ni la degradacion de

I -catening contribuyendo positivamente a la expresion de Nanog y otros genes de pluripdiesicia
[57].

Por otro lado, eta via también induce la acetilaciéon de la proteina STAT3 mediante la
acetiltransferasa p300/CBP o CREa vez acetilada, STAT3 forma dimeros mas estables y transcribe
genes de manera mas activa sin la necesidad de la fosforilacion®05[b8]. Estomuestraun rol
dual deLIFen la activacion dSTAT3debido a que la produce tantonediantesufosforilacién como

por suacetilacion.

En CME, la via PITa su vez puede ser activada por otros factores, como el FGF4, la insulina,
IGF1, retinol, entre otrogl7]. Si bien, estos factores pueden activar esta via, no esta demostrado que

sean relevanteparael mantenimiento de las propiedades fundamentales en 39k
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Figural. 6. Activacidn de la via de PI3BK/AKT mediante LIF en CME de raton. Adaptado de Hirai et al [34].

1.2.2Sefalizaciondependiente de BMP4

El factor BMP4 esta implicado ehmantenimientcen cultivode las propiedades fundamentales
de CMEen conjunto con LIB1]. La seial de BMP4 es mediada por los factBef8MAD EMAD1, 5y
8), que forman heterodimeros con el CEMAD (SMAD 4), y en conjuriholucen la expresion de los

genes llamados Inhibidores de la diferenciacion 1 eQuematizado en I&igural. 7) [60]. La
23



sobreexpresion de estos genes, reemplazan en funcibn a BMP4, pero no a LIF. Esto sugiere que las
cascadas de sefializacién modulan la expresion génica de diferentes genes blanco. Por otro lado, la
cascada de sefializacion de BMP4 reprime la actividad ddéd=iRi€, contribuye aisminuir su efecto
inhibitorio sobre Nanogmencionadoanteriormente, y por lo tanto, aantener la auterenovacion

de CMHE61].

BMP4 @

[
O,
Y
o
D

=N

Genes Inhibidores
de diferenciacién
(D)

Figural. 7. Sefializacién dependiente de BMP4 en CME. Adaptado de Okita & Yamanaka [62].

1.2.3Factores de transcripcionrelevantes en CMP

1.2.3.1El corede pluripotencia

En conjunto, todas las vias de sefializacibn mencionadas contribelyadiferente medidaa
mantener el estado indiferenciado mediante la activacion de la expresién de un niudce®)ae
tres FTsprincipales: OCT4, SOX2 NANOG que se conocen como los FTs fundamentales de
pluripotencia A través de los afios, una gran cantidad de experimentos de ChIP se han utilizado para
mapear los sitios de union al genoma de estos FT fundamentales d¢68M[B4] Estos estudios,
ademas de revelar los sitios de pegado especific@@@84, SOX2NANOG han encontraron un
extenso solapamiento entre ellos en numerosos sitios blanco de genes a&ntos,los que se
encuentranotros FT asociados a la pluripotencia, asi como sitios pausados y repritifjlagie en
general corresponden a genes especificos de diferenciacion a distintos linajes. Ademas, estos FT esta
involucrade en laregulaciénde su propia expresion y la de cada uno de los otidgrante el
desarrollo, existe un equilibrio entre la pluripotencia y la diferenciagdmamente reguladajue se
logra principalmente por fluctuaciones en la expresion de eBibg66]. En este sentido, las CMP

también presentan estas variaciones que, junto con otros factores, determinan la heterogeneidad en
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su capacidad dewuto-renovaciény pluripotencia[67]. En conjunto, este modelo que implica la
existencia de este nucleo ded<de pluripotencia en equilibrio puede explicar cémo las CME pueden
mantener la auterenovacion y pluripotencia, y al mismo tiempo alto nivel de plasticidadal

permanecer preparadas para la diferenciadio8].

Por un lado, kfactor de transcripcion Oct4, codificado por el gen Pou5f1, es expresado tanto en
células en estado totipotente, como en C8R]. EsteFTjuega un papel critico en el mantenimiento
de la pluripotenciatal que erembriones en los que el gen Pou5fl se encueknigckeadao forman
un MClpluripotente, sino que las células solo se diferencian a trofoectodgv®j Por otro lado, la
regulacionfina de los niveles de expresion de O@HBAclave para el destino celular, dado que se
observa que lalisminucién del ARN mensajero (ARNm) de Oct4 en un 50%, es suficiente para formar
solo células del trofoectodermo, mientras que la sobreexpresion en un 50% promueve la

diferenciacion a endodermo y mesoderrfvd].

Por otro ladoSOX2s un factor de transcripcion con sitio de union al ADN del grupo de proteinas
de alta movilidad[72]. Este gen es expresado en el macizo celular interno y en el ectodermo
extraembrionario. De manera similar a lo que ocurre con Oct4, embriones con el gekn8ok@ado
no son capaces de generar MCly se diferencian principalmente a trofoectoderj¥@]. Se cree que
el fenotipo similar en los embriones Se®y Oct4KOse debe a la accidn sinérgica de estos FT en la

regulacion de la expresion de diferentes genes especificos de CME, incluidos ellos[i#d$mos

SOX2 y OCT4 pueden formar tanto hoinoeros, como heterodimeros entre, soudiendo
interactuar juntos con la mayoria de sus genes blanco, aunque tarfdriéxan heterodimeros con
otros FTslo que determina que en ciertos contextos, ante cambios en los niveles relativos de estos

FTs y/o expresién de otrgartners,cambie el patrén de genes regulados por e$tds, [76]

Por udltimo, con respecto aNANOG el tercer miembro decore de pluripotencia este FT
descubierto por su capacidad de mantener la propiedad de-grovacion de CME incluso en
ausencia de LIF7]. Si ¢ gen de Nanogstaknockeadolos embrionesio pueden generar un macizo
celular interno pluripotenteindicando queNanog es necesario para la adquisicion de pluripotencia
[78].

En particular,d regulacion de la expresion del gen Nanog esta regulada por mdltiples vias de
sefializacion que involucran diferentes, Eanto activadores como represoresomo OCT4, SOX2,
TBX3, KLF4, ESRRB, CDX2, P53, ZFP281y &ylikadiores de cromatina cordMJID2@ el complejo
NuRD, entre otrog79]. OCT4y SOX2son responsables de la mayor parte de la regulaciéon
transcripcionalpositivade Nanog enCMR al unirse a urenhancerubicadoa suregion promotora

proximal[80]. Por otra partecomocomentaremos mas adelante, se ha demostrado que exisiero
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ARNSshiARNs) que regulan a Nanag nivel post transcripciondlirecta o indirectament¢81], yse ha

propuestoque est regulacidrpodria modular procesos tumoral§&2].

Finalmente, sbien profundizaremoseste temamasadelante,mencionamos quéos TFOCT4
SOX2 NANOG también son regulados mediante Mgde han sido ampliamente estudiadgson
de suma relevancian el mantenimiento del estado pluripotenteasMPTsen CMP contribuyen a su
alto grado de plasticida83]. Especificamentsobre NanogFT de especial interés en este trabae,
han reportadoeventos tanto defosforilacioncomo deubiquitinacién en multiples residudg4]. La
mayoria deestas MPTsafectan la estabilidad de la proteifdANOGal inducir o prevenir su
degradacion mediada por proteasomdueron estudiadas tant@n el contexto deCME como de
células tumoraleg85]¢[87]. Sin embargo, la relevancia de e#RTsen las interacciones ddANOG

con otras proteinas alesta poco explorada

AungueNanogno es un oncogén clasico, ya que su sobreexpresion no es suficiente para impulsar
una transformacién, este TF se expresa en diversos can@®e$82] Se propuso qublanogpuede

funcionar como un factor prtumorogénico cooperativo o potenciador, segun el contd8&j.

1.2.3.2La red extendidade FTs

Hoy en dia se conoce la existencia de multiples otros FT que también estan involucrados en el
mantenimiento de la pluripotencia de CME, mas alldcdeéde FTs mencionados anteriormente. Si
bien siguen surgiendo nuevos actores con diferentes roles, FTs como Tcfavigés,reMyc, Kif4,
Esrrb, Tcfep2ll, E2f1, CTCF, Sall4, Dax1, KlIf2, KlIf4, KIf5, Nacl, Zfp281, Stat3, Tet y Tbx3, asi como los
co-activadorep300 y Suz12, forman varios complejos transcripcionales y juegan un papel importante
en la regulacid de los programas transcripcionales de B8 En particular, se ha encontrado que
muchos de los genes regulados @ET4/SOX2/NANGEStan ceocupados por uno o mas de estos
otros FT implicados en el mantenimiento de las CME. Por lo tanto, las funciones de lox6Esidel
pluripotencia se ve reforzadas por muchos de estos otros FT menciofesdoematizado en laigura

I. 8). Mas adelante volveremos a mencionar a algunos de estos FTs.
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Figural. 8. Red extendida de regulaciéon de la expresién génica en CME. Adaptado de Richard Young [68].

1.2.40tr os parametrosrelevantesen CMP

1.2.4.1Modificaciones epigenéticas

Las vias de sefalizacion y las redes de FT mencionadas que regulan la expresion génica se
encuentran embebidas en un complejo sistema de mudltiples procesos quelltima instancia
regulan el estado pluripotente en CNED]. En particular, el rol de la epigenétigda regulacion de la
cromatinaen estos procesos ha tomado relevancialas Ultimas décadason el surgimiento de

nuevas tecnologias que permiten rigalr analisis mas profunda®bustosy a escala global

La regulacion de la expresion génica se encuentra condicionada a la organizacion jerarquica de la
arquitecturade lacromatina en el ndcleo, qumodula la accesibilidad y proximidad de los genes y
elementos regulatorios. Las alteraciones de la estructura de la cromatina que no afectan a la secuencia
genlOmica, pero afectan la expresion génica, son parte de las modificaciones epigenéticas.
Especificmente, entre estas modificaciones se encuentran el empaquetamienteayreglo de los
nucleosomas, reorganizebn de las estructuras de cromatina de alto orden, modificaciones en el ADN
principalmente la metilacion de citosina-(&C) diferentes MPTs de las histonas y procesos

regulatorios mediados por ARNs no codificaii8dq, [92](esquematizade@n laFigura 19).
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Figural. 9. Relacién entre marcas epigenéticas, accesibilidad de la cromatinay transcripcion. Adaptado de
[93].

El plegamiento de la cromatines sumamentedindmico, y cambi&n respuesta a diferentes
factores Si bien en este trabajoonentraremos en gran detalle en este tenmgncionamos quéas
CMP poseen un estado de cromatinast | E2 £ LIS NI A &dmp@adZonla cramktifa\dd 2 ¢ =
células diferenciadas, lo que implica que su estructura general se encuentra menos cond@dsada
Se ha propuesto que estas caracteristicas permiten la rapida ejecucion de programas transcripcionales

tras la induccion de la diferenciacif9b].

En CME, leestado de la modificacion de las histopasivel global en ejenoma es diferente &
de las células diferenciadas. Por ejemplo, tanto en CME de ratén y humanas se encuentran amplias
regiones del genoma enriquecidas simultineamente en marcas de cromatina activa e inactiva
(H3 4me3 y H327me3), los cuales se conocen como dominios bivaletd@sbién como conocidos
como regiones pausadagoised96]. Los genes cuyos sitios de inicio de transcripcion se asocian con
dominios bivalentes se caracterizan por un bajo nivel de transcripcion. La mayoria de los dominios
bivalentes estan presentes en genes asociados con el desaEsths marcagiue definen un estado

pausadg posibilitanla induccioén rapidale estos genes cuando se induce la diferenciafddh

Ademas de las modificaciones de las histoshg\DN también se modifica, sienldometilacion
de citosina uno de los mecanismos mas estudiagogue esta involucrado eregulacién dela
embriogénesis, la diferenciacién celularimeprintinggenémico, la carcinogénesis y la inactivacion del
cromosoma X en hembras adeamiferos entre otros[98]. Esta modificacion del ADN esta mediada
por enzimas ADN metiltransferasas (DNMT) y esta asqceadgenerak zonas silenciadas a nivel
transcripcional En su conjunto, estas modificaciones juegan un papel importante, no solo en la
regulacion de la autoenovacion y la diferenciacion de @8 sino también durante todo el desarrollo

embrionario y la vida del organismo adu[89].
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1.2.4.20rganizaciéon dinamicade FTse interacciéncon la cromatina

Para entender en profundidad la regulacion de la expresion génicapéid, hay que analizar
su dinamica de interaccién con la cromatina, afeatpdr multiples paégmetros, entre ellos, el grado
de compactacion de laromatina LosFTgpueden interactuar con una amplia variedad de regiones de
la cromatina, incluyenddaliferentes tipos deregiones regulatoriag100], [101] El plegamiento
jerarquico de la cromatina en el espacio nuclear también define regiones con diferentes niveles de
compactacion que modulan la difusién de FBy el proceso de interaccién con salancos Ademas,
las diferentes modificacioneepigenéticas regulan localmente la accesibilidad de los TF a sus
objetivos,modulandoel resultado de la transcripcion. En las regiones de la cromatina que estan mas

compactadas, los TF tienen mas dificultad para difundir y encontrar susaities

Por otra parteen los ultimos afios surgié una enorme cantidad de evidencias que muestran que
diversasbiomoléculas particionan en compartimientos que no estan delimitadosnmEmnbranas
tanto en nacleo, como en el citoplasma, a los que se le atribuyen diversas funciones que impactan en
importantes procesos celularestravés de diferentes mecanismd®?2]. Por un lado, pueden regular
la disponibilidad de biomoléculas relevantes para procesos clave, controlando asi la cinética de las
reacciones bioquimicas, tanto concentrando ciertos reactivos acelerando las reacciones, como
también secuestindolos, inhibiendo de esta manera,reacciones que ocurreren diferentes
compartimentes[103]. También pueden actuar como reservorios, amortiguando la concentracién de
ciertas moléculas gque, en respuesta a ciertos estimulos, se incorporan o liberan de estos condensados
[104]. Particularmente, en relacion con la regulacién de la transcripcion, se han descripto condensados
de biomoléculas dentro del nacleo que incluyen diferentes FTs, componentes del complejo y otras
biomoléculasrelacionadas con la transcripciéque se especula que pueden tener diferentes
funciones.Se propuso questos condensadosontribuyen a amortiguar la cantidad de moléculas en
el nucleoplasm4l103]. Muy recientemente, se ha propuesto que un proceso de separacion de fases
liquidoliquido impulsa la formacion de muchos compartimientos nucleares que pueden jugar papeles
importantes en la remodelacion local de la cromatina, la activacién de genesusoinichpactando
en la salida transcripcional. Previamente, en nuestro laboratorio se ha demostrado que tanto OCT4
como SOX2 tienen una distribucion heterogénea dentro del espacio nuclear, particionando entre el
nucleoplasma y condensados dentro del niaoCME. Asimismo, estos FTs se reorganizan en el

espacio nuclear tanto a lo largo del ciclo cel{d®5] como ante sefiales de diferenciacid®6].

En conclusion, la regulacion de la transcripcion es un proceso dinamico que depende de multiples
capas de regulacion, por lo que hoy en dfalizar Gnicamente la concentracion nuclear de moléculas
relacionadas con la transcripcion atrarzapara entender en profundidad estos procesGamo la
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mayoria de los FIgs FTs de pluripotencia OCT4, SOX2 y NAN@@&ctuan dindmicamente con una
gran cantidad de blancos en el ADN, por lo tpieombinacién de parametros consb estado de
compactacion de la cromatinasusmarcas epigenéticag; la distribuciény disponibilidaddel FT
pueden impactar en el resultado de la transcripciddemdas, como mencionaremos mas adelante, la
dinamica espacitemporal de la unién déos FTs la cromatina es un parametro que también puede

cambiar en respuesta a divams factores y resulta fundamental en la regulacion ggaiea].

1.3 Cultivo de CMP

1.3.1Mantenimiento de la pluripotenciain vitro

Como mencionamoanteriormente, el cultivo convencional de CME de ratén requineel
medio de cultivola presencia de LIF junto con BMP#desente en el SFBuando las CME murinas se
cultivan en estas condiciones, se observa que ciertos FTs del estado pluripmerdéNanog, Rex1y
Stella poseen un patrén de expresion heterogénea tanto dentro de una misma colonia como en la
poblacién celular en general ehcultivo[107]¢[109]. Incluso, se ha reportado que aun aislando las
CMEde mayor expresion de estéd, mediante FACS®n lugar de mantenerse una poblacién celular
con expresion homogéneda poblacion de células vuelve a ser heterogénea. Esto indica que en
condiciones de cultivo tradicional con SEB; los procesos de transcripcion de genes de pluripotencia

son intrinsecamente fluctuantes y dinamicos.

Desde hace unos afios, mediante la aplicaciontamologias de secuenciacion masiva y
caracterizaciéra escala globale diversos parametros, daeron definiendodiferentesestados de
pluripotencia [110]¢[112]. Estos estados surgen de la caracterizacion simultanea de los
transcriptomas, proteomayg epigenomasie CME cultivadasn diferentescondiciones que siguen
manteniendo su estado pluripotente y que son comparadas con células aisladas de diferentes estadios
del desarrollo embrionario. Dependiendo de las condicionegyeleeracion y mantenimiento en
cultivo, lasCMPse pueden clasificar de forma general conadveo primed,dependiendo deestado
general del epigenoma y transcriptoma, lo que esta directamasteiado con su potencial y su grado
de compromiso, es decituan propensas a diferenciangeuan comprometidasstan en el desarrollo
embrionario. Incluscse logré una mayor resoluci@m esta clasificacion, incorporando nuevos grupos
en estadios intermedios y mas extrem@or ejemplo, el estado de pluripotenciaivemassimilar a
células del epiblasto prenplantatorio del blastocito, se denomina estado basajround state,
mientras que aquellas CMprimed son mas parecidas al epiblasto poghplantatorio, también
llamadas EpiSCg£stas Ultimas pueden ser obtenidas directamente desde un embrion post
implantatorio, como generadas a partir de CME e inducidas a diferenciarse haststat® &odos

estos estados se encuentran dentro de un espectro de estados pluripotentes que va desde el estado
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groundhasta la pluripotenci@rimed, entre los que las células pueden transitar de manera reversible,

dentro de ciertos limites, modulando las condiciones de cultivo

Por lo tanto, existe una gama de estados pluripotentes que, en general, son una respuesta directa
a las condiciones de cultivias diferencias funcionales entre estos estados y si corresponden a fases
sucesivas durante la ontogertantindan en estudioSin embargo, es notable que la mayoria de los
estados a lo largo del espectro pluripoteritevitro son reversibles simplemente intercambiando los
pardmetros de cultivo. Por estos motivos, es crucial considereorgextode cultivo paraobtener

conclusimes relacionadas con la identidad pluripotente que se esta estudiando.

En el afio 2008 Ying y colaboradores, reportaron que el uso de ciertos inhibidores de quinasas
permitiamantener las propiedades fundamentales de las QMR]. Este nuevo sistema de cultivo,
denominado cultivo con dos inhibidores (2i), consta de la presencia de PD0325901 y CHIR99021. Estas
moléculasinhiben aMEK y GSK3, respectivamenieterfiiendo con la activacion de swsas de
sefializacionCuando el cultivo de CME se realiza en medios definidos sin SFBnpeesencia de
LIF y 2i, la expresion fluctuande ciertos FTse vuelve homogénea. En particular, la expresion del
gen Nanog en las CME cambia a un modo de expresion bialélica, en oposicién al estado de expresion
monoalélica en el cultivo convencional c@FBtIF. Con estas caracteristicas Unicas, las CME
cultivadas con 2i se dice que se encuentran eyraind statede pluipotencia.Si bien hay diferencias
entre algunos autores, en la actualidad esta aceptado que el cultivo con el agregado de 2i, aun en
presencia de SFB, mantiene a las CME en condiciones de pluripataihasEnnuestro laboratorio
utilizamos de rutinamedio de cultivo con SFB+LIFf®ira el mantenimiento del estado de
pluripotencianaive En este estado, no solo son capaces de diferenciarse a todos los tipos celulares
embrionarios, sino que ademas son capaces de, potencialmente, contribuir a la fornthcion

guimeras y a la linea germirfafL1].

Suero — 2i

Extracelular

citoplasma

PI3/AKT

Figural. 10. vias de sefializacién en el mantenimiento de la pluripotencia in vitro. Adaptado de Hackett et al
[112].
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1.3.2Condiciones que promueven laiferenciacion

Como mencionamos anteriormente, la principal caracteristiedas CMP es su capacidad de
generar células dévadas ddas tres capagerminales endodermo, mesodermo y ectodermo. Esta
capacidadde diferenciarse hacia todos los tipos celuladessun organismo, ademas de proveer un
excelente modelo de investigacidgenera una gran promesa en el area de la medicina regenerativa.
En los ultimos afios se han desarrollaron un gran nimero de protocolos y condiciones de cultivo para
diferenciar CME a un amplio esgiro de linajes especificos. Ademas, el estudiesias procesos de
diferenciacbn permite la generacion de modelos de desarrollo embrionaridle modelos de
enfermedadestanto para el estudio de la patologia como paransayo déarmacos en especial con
CMPI derivadas de pacientdd 3].

Ademas de los protocolos dirigidos a tipos celulares de interés, en los laboratorios de
investigacion se utilizan de rutina protocolos de diferenciacion no dirigidos, como detallaremos a
continuacion. Estos son de suma utilidad tanto para el estudio silitda del estado de pluripotencia
naive, como para la evaluacion de la pluripotencia, que requiere el andlisis de la capacidad de

diferenciacion a derivados de las tres capas germinales.

Debemos destacar que el mantenimiento de las CMP en cultivo es posible Unicamente generando
condiciones de cultivo que generen artificialmente el contexto molecular, incluyendo las vias de
sefalizacion y programas de expresidn génica, especifico de ldascéh una ventana temporal
acotada del desarrollo. Esto determina upeofunda dependenciade la presencia deciertas
moléculasespecificagn el medio de cultivo de CMPor esta razgaausencia de LIF/2i desencadena
la salida del estado pluripoteat promoviendo un proceso de diferenciacion. Este proceso se
denominaddiferenciacion no dirigidadebido a quegn ausencia de lawoléculas quepermiten el
mantenimiento en estado pluripotentaaive y sin la presencia detras moléculas especificas que
promuevan la diferenciacién hacia un linaje o tipo celular particular, las CME pueden diferenciarse a
cualquier tipo celular derivado de las tres capas germinalesesie procesoestan involucrados
cambios epigenéticogen los programas transcripcionaldsn particular, los niveles de expresion de
los FTs de pluripotencia disminuyen en ehseurso de horas, luego de la induccién de diferenciaciéon
por ausencia de LIF/2verificado ademas en nuestro sistema experimefttal]. Sin embargados
diferentes FT tien@ una cinética especifica; en particularia expresion deNanog disminuye
rapidamente luego de pocas horas sin LIF@r,lo que se lo define como un FT de pluripotencia naive
Contrariamente,los niveles de OCT4 y SOX2 persisten durante un tiempo maptargmque son

considerados FT de pluripotencia generales ya que también se expresan enpstasib[115].
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Durante las primeras 48 horas cultivo en ausencia de LIF ys&,desencadenan en las células
procesos que conducen a cambios morfologicos claros; las células dejan de crecer en colonias
compactas en tres dimensiones con bordes refringentes comenzando a propagarse en dos
dimensiones y a distanciarse entre si, adopimmuna morfologianenos esférica e irregulaMas
adelante, en la seccién de resultados, retomaremos este tema y mostraremos la dinAmica de estos

cambios.

Por otro ladocomo mencionamoss posible realizgrotocolos dediferenciacdn dirigidoshacia
un tipo celular enparticular, utilizando medios definidos que contienen factores o moléculas
especificos que promueven la diferenciacién hacia cada linaje. En general estos factores se determinan
empiricamente y son utilizados en protocglesmparativamente muy costosos, de tiempasyos y
en generapoco eficientes. Por ejemplpreviamente en nuestro laboratoriagtilizamos un protocolo
dirigido a progenitores neurale§l16], utilizando medios definidos conteniendo Vitamina A y el
suplemento B27que es una mezcla compleja de enzimas antioxidantes, proteinas, vitaminas y acidos

grasos.

Sibien hay enormes avances en el desarrollo de diferentes protocolos dirigidos eficiencia
de la mayoria sigue siendo bajpor lo quees necesario continuar investigando los mecanismos
moleculares que gobiernan, tanto el estado pluripotente, cothoes diferentes procesos de
diferenciacion pargoder optimizar estos protocolosEste conocimiento, junto con el desarrollo de
protocolos de seleccion y aislamiento de células terminalmente diferenciadas, asi como la
identificacion de estadios intermediagie permitan el mantenimiento en cultivo y expansion de
progenitores de tipos celulares de interés, contribuira a la futura aplicacién de derivados de CMP en
la clinicd117]

1.4 La quinasa de serinas/treoninas AKT

Si bien ya mencionamos la via de sefializacion de PI3K ere@kHfa seccidn profundizaremos

ciertos aspectos de AKT relevantes para este trabajo.

La quinasa AKT, también conocida como quinasa de proteinas B (PKB), es una gquinasa de
serinas/treoninas ampliamente conservada desde organismos unicelulares cBeaterichia coli
hastamascomplejos como édHomo sapiengpresentando un alto grado de homologia en especies de

mamiferos Figural. 11).
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Consenso MNDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDV QRESPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRCLQW

Akt1 Humano MSDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRCLQW s0
Akt1 Raton MNDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQRESPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRCLQW s0
Akt1 Rata MNDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVEQRESPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRCLQW 80
Akt1 Vaca MNDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDLEQRESPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRCLQW 80

Consenso TTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKRQEEETMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGT

Akt1 Humano TTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGT 160
Akt1 Raton TTVIERTFHVETPEEREEWATAIQTVADGLKRQEEETMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGT 160
Akt1 Rata TTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKRQEEETMDFRSGSPSONSGAEEMEVALAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGT 160
Akt1Vaca TTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKRQEEETMDFRSGSPGENSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNDFEYLKLLGKGT 160

Consenso FGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLS

Akt1 Humano FGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLS 240
Akt1 Raton FGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLS 240
Akt1 Rata FGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLS 240
Akt1 Vaca FGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLS 240

COnSenSO RERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCGTPEYLAPEV

Akt1 Humano RERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCGTPEYLAPEV 320
Akt1 Raton RERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCGTPEYLAPEY 320
Akt1 Rata RERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCGTPEYLAPEV 320
Akt1 Vaca RERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKEVVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCGTPEYLAPEV 320

Consenso LEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDP QRLGGGSEDAK

Akt1 Humano LEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDAK 400
Akt1 Raton LEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPTQRLGGGSEDAK 400
Akt1 Rata LEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPTQRLGGGSEDAK 400
Akt1 Vaca LEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQODHEKLFELILMEEIRFPRTLSPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDAK 400

Consenso EIMQHRFFA IVWQDVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASGTA

Akt1 Humano EIMQHRFFAGIVWQHVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDOSMECVDSERRPHFPQFSYSASGTA 480
Akt1 Raton EIMQHRFFANIVWQDVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASGTA 480
Akt1 Rata EIMQHRFFANIVWQDVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASGTA 4s0
Akt1 Vaca EIMQHRFFASIVWQDVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMEGVDSERRPHFPQFSYSASATA 4s0

Figural. 11. Conservacion y homologia de AKT1 en algunas especies de mamifero.

Comomencionamos anteriormente, esta quinasa participa en la accién dgmamevariedad de
estimulos, regulando adiversosprocesos en diferentes tipos de célu[448]. Por lo tantoges parte
esencial dauna amplia redle sefializaciéon con un gran nimerolslancosde fosforilacion Figural.

12). Por ejemplo, esta involucrada en diversos procesos como crecimiento celular, proliferacion,
apoptosis,metabolismo, angiogénesis, entre otrfil8]¢[124]. Sibien se la conoce en profundidad
desde hace mucho tiempesta quinasa sigue sienflico de atencidn, entre otras cosakebido asu
relevancia en diversas patologias tales como multiples tipos de cancer, dialhgpestrofia cardiaca,

entre otras, en las que se encuentrafesregulaasviasen las que participa AHI25]. Es relevante
destacar quda via PI3K/AKT1 es una de las mas desreguladas en el cancer Hlgignbe hecho,
AKT1 esta hiperfosforiladehiperactivada en mas del 50% de los tumores hum@ht8], parametros
estrechamente relacionadm un mal prondstico clinidd26]. Por endegdiferentes componentes de
estas viagntre ellos AKBe presentan como un blanco atractivo para nuevos abordajes terapéuticos,

ensayados en mas de 300 ensayos clirffit®8).
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PI3E-AKT SIGNALING PATHWAY

Hyrmm - mTOpl;‘slgmlmg
% | [ageps —1 -elm
3
AMPK 1'sc1 m'IDR > »Prokin
ucm [sca | [ Rator | synthesis
w[sexia b 56| m_
h . CHlusgse uptake
———————————————— > Gz,
Ty, PN |— — —— ——w hctin
Imu]mslgnulmg kit T - T Swvival si
o
EB sigraling {NOS |—#0————————————— 3
pathway |
VE‘"’F s‘gm”‘\‘? MAPK signaling i
pllvay | Gellpls
| | ‘11 proliferation
Cor —{rm ‘@—’-—’- [ feeees
\
Tolkliks recepior
Sienaling petiiiny BRCAL
e e [T
nolecilar attns—[TCR2A)., <~ /g4 ey
plecls » Mstabolisza
ki e ————> Mo [ Ol
[G6Pace]
Lntigen — [ BCR | Sk | +p = Callesele
F [t | ————» Sl
[GonDL]————m Celleysle
JAKISTAT O——{CCNDL » hgrdsion
signaling pativay o
oy Cellewl A
[Cotobind— [eoniines] [Cyetin | pogreseion
[ e ] pll _ . Cellels
= * pogession
ITGB
——# Cell survival
Chemokine BAD —— —— ———————— —#Cell survival
e - -
. o »
ﬁnnﬂm\es —{arer] Gpy_| EELE Cos Cells
ewrofransmitters —_—
[ — o — =B Cell survival
PIt, 5P [prgy | PUG: 4,5 1P3 DNA
NURT — [Bal2 | ———————— — Cell survival
ra O o]~ cotemi
— ——» signaling
HExB |+ Cell s B slens
E—

04151 717121
) Kanshisa Laboratories

Figural. 12. Red de sefializacién general de PI3BK/AKT y ejemplos de proteinas blanco. Extraido de la KEEG
pathway database (mmu04151).
En mamiferos, tres genes Akt codifican las isoenzimas AKT1, AKT2 y AKT3. Las tres isoenzimas
presentan una alta identidad de secuencia y una especificidad de sustrato 28t as isoenzimas
AKT comparten la misma estructura fundamental que consta de cuatro dominios distintos: un dominio
de homologia de pleckstrina (Pét) el extremo Nerminal, esencial para sinteraccioncon lipidos
una region de enlace no estructurado que conecta el dominio PH cdonginio catalitico, que
contiene elsitio activo de quinasa de serina/treonina especifica; y un domitéosrainal regulatorio,
gue a menudo se denomina motivo hidrofébicmminio donde se encuentra la S443aveen la

modulacion dela actividad de AK{Figura 113) [129].
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Figural. 13. Representacion esquematica de las estructuras de las isoformas de AKT. Adaptado de Elghazi
et al [129].

AKT1 se expresa ¢odos los tejidos del organismo, mientras que AKT2 Unicamente en tejidos
gue responden a la insulina y esta involucrada en el metabolismo de la glucosa. Por otro lado, AKT3
se expresa fundamentalmente en tejido nervioso y génadasiadnencionamos,ada isoforma esta
codificada por un gen diferente y si bien, existe redundancia entre blancos de fosforilacion entre las

tres, también se encontraron vias de sefializacion especificas parartada0].

Laactivacion de AKT por diversos factores de crecimigrfectoresde supervivencia celular
comoinsulina, EGF, I8, PDGF, entre otrosnvolucraengeneral el reclutamiento de esta quinasa a
la membrana plasméatica debida su afinidadpor el PIP3, generado por la quinasa PI3&t
fosforilacion de PIRZEsteprocesoespromovido por la interaccion de estos ligandos con su receptor
transmembrana especifico, similar a lo descripto para Bt¥ otro lado, ocurren dos eventos de
fosforilacionde AKTuno de elloen T308 mediado por la quinasa PDK1, que también es activada por
PIP3, y el segunden S473 por mTORC2F{gural. 6) [131], [132] Una vez en estado activo, las
isoformas de AKT llevan a cabo la fosforilacion de multipkeseinas blanco en diferentes
compartimentos subcelularefl33]. Por otro lado, la activacion es regulada negativamente por
fosfatasasPHLPP y PP2 remueven las fosforilaciones en S473 y T308 respectivamente, mientras que
PTEN y SHIP1/2 remueven uno de los grupos fosfato de PIP3, produciend@#IF2n respecto a
AKTen CME se demostré quéda expresiérde una forma constitutivamente activa de AKHKT1
Myr), puede mantener un fenotipo no diferenciado, incluso en ausencia da23F Experimentos
similares se realizaron en CME dierentes especies demamiferos, como ratones, humanos y
primates, indicando que la activacion de AKT1 es importante para el mantenimiento de la
pluripotencia ertodos estos sistemaglL36], [137] Por el contrario, la eliminacion de Aktl provoca la

pérdida de laauto-renovaciénen CMH138], [139]
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1.4.1Modificaciones posttraduccionales de AKT

A pesar de todo lo que se conoce sobre la regulacién de la actividad de AKT1 mediante
fosforilaciondesde hace mucho tiempta influencia de otras MPTs sobre la actividad decAKiENz6

a conocerse mas recientements40].

Como mencionamos anteriormenteg hctivacion de AKT1 es un proceso de varios pasos que
implica una serie de eventos finamente regulados de translocacion celular y diversd4 M Entre
estasMPTs como mencionamodas fosforilacioneslescriptashan sido las mas estudiadas desde
finales del siglo pasado. Con respecto a otras MPTs sobre seKhan reportado diversas
fosforilaciones de serinas/treoninas, como asi tambiéinas MPTs, entre ellasnetilacion,
ubiquitinacion, hidroxilacion de prolina, acetilaciorp@mitoilaciény, de especial interés para este
trabajo, SUMOilaciénKigural. 14), que pueden modificar la actividad de esta quindg®], [141] Si
todas lasMPT de AKT reportadas fueratle ocurrenciaindependiente, el nimero deliferentes

estados potencialmentposiblesde AKT seria mayor a cien millofi&41].

MPTs de AKT1 validadas segin PhosphositePlus
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Figura I. 14. Modificaciones post-traduccionales validadas sobre los residuos de la proteina AKT1,
consultados en la base de datos PhosphoSitePlus.

En particular, con respecto asta Ultima observacién,se ha demostrado que las dos
fosforilacionespreviamente mencionadas, involucradas en los primeros eventos de activdeion
AKT1 (S473 y T308demastorgan diferente selectividad a sosasde 150 sustratos clasicfis42].

Por ejemplo, GATAL solo es fosforilada por AKT1 cuéstdcse encuentra fosforilada en 16308
(T308p), ya sea en conjunto con S4@d sola, mientras que FOXO4 solo es fosforilada por &KT1
S262cuando AKTposee la T30® o la S473, pero no ambasHigural. 15). Una interpretacion
interesante de estas observaciones es que la fosforilacion de diferentes sustratos, requieren umbrales
de actividad AKT distint¢$18].
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Figural. 15. Heatmap representando los niveles de fosforilacién de proteinas blanco de AKT, segln estado
de fosforilacion de los residuos S473 y T308 de AKT1. Adaptado de Balasuriya et al [142]. Los diferentes
colores corresponden a la actividad de AKT relativa: alta (rojo), media (blanco) y baja (azul).

Esto demuestra la relevancia de las MBdlsre la actividad de esta quinasa, abriendo la puerta
a un sinfin de combinaciones de las distintas MPTs que pueden estar ocurriendo en un momento dado
de la vida de una célula, modificando el comportamiento de AKT y promoviendo la interaccion y
fosforilacion de diferentes sustratod2or otra parte destacamos queAKT no solo actla sobre
sustratos presentes en la membrana plasmaética, citoplasma y nucleo, sino que también se la ha
encontrado asociada a otros compartimentos subcelulares como mitocondrisilo endoplasmico
(ER) y lisosomd$§43], [144] Por lo tanto, el conjunto de MPTs sobre AKT1 no solo podria definir su
actividady afinidad por sudlanca, sino también su localizacioimpactando a otro nivel mas en su

funcién,temaque sigue siendo objeto de estudio.

Retomando particularmentda MPT foco de este trabajoen el afio 2013n un estudio
protedmico,se identificoa AKTcomo un posible sustrato de conjugaciorgalipo SUMO (en inglés:
Small UbiquitirRelated Modifier[145]. Posteriormente, esto fue validado experimentalmente por
varios grupos casile manerasimultanea [123], [146], [147] La SUMOilacién juega un papel

importante en la regulacion y funcion de un gran nimero de proteinas, y la desregulacion de esta via
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ha sido asociada con ciertas enfermedades, incluyendo c§i4¥8} Esta MPT, ademas de impactar
directamente en la actividad y funcide gran cantidad de proteinagambién afecta la localizacion y
acumulacion nuclear de algun|i19]y en consecuencia, modula la disponibilidad para la interaccién

con diferentes biomoléculgdd50].

Hasta el momento, hay poctrsibajos sobre la relevancia de la SUMOilacién de AKT en la funcién
de esta quinaseEn estos se demuestra que esta MPT de AKEla diversos procesos celulares como
la supervivencia, la proliferacion y el potencial oncogénico de lineas celdlags146], [147], [151]
Sin embargo, hasta el comienzo de este trabajo de tesis doctoral, el rol de esta modificacién de AKT1
en CME todavia no habia sidgportado.

1.5 La SUMOilacién

La conjugacion a SUMO es una MPT transitoria y reversible que consiste en la adicion covalente
de esta pequefia proteirela proteina blanco a través de un enlace isopeptidisd]. El grupo SUMO
es una pequefia cadena polipeptidica, muy similar a la ubiquitina. Tiene aproximadamente 100
aminodcidos y un peso molecular de 12 kDa. Este grupo es unido a los residuos lisina de la secuencia
consenso de SUMOQilacién en las diferentes pgrae blanca través de una cascada enzimatica de
tres etapasque requiere la accién secuencial de una enzima activadora (E1), una enzima conjugadora
(E2) y una SUMIyasa(E3)[153].

La SUMOilacién regula diferentes procesos celulares como la transcripcion, la localizacién
subcelular, la estabilidad, la interaccion protefmateina y la interaccién proteir@DN, y juega un
papel esencial en diferentes funciones biolégicas, incluyestdwecimiento celular, la respuesta al
estrés, la migracién celular y la reparacion del ATB4]. La desregulacién de la SUMOilacién se asocia
con diferentes patologias, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiacas,
enfermedades infecciosas y candéb5]. Tal es asi, que se ha propuestterferir con la via de

SUMOilacién de proteinas como estrategia terapéutica en algunas pato|bs6dd158].

Los mamiferos expresan 5 isoformas de SUMO; SUMIOSUMO4 y SUMOS solo se expresan
en tejidos especificos, y su relevancia fisiol6gica aun no esta clara. SUMO2 y 3 comparten un 95% de
identidad y se denominan SUMO2/3. Estos comparten alrededor del 45% de identidad con SUMO1.
SUMO1 y SUMO2/3 difieren edzs OF LI OA REF R LI NI} { FAMX¥EIZNISAI RSOANE 4§
cadenas de donde los grupos SUMO se SUMOilan. Mientras que SUMOZ2/3 puede formar cadenas
poliméricas, SUMO1 no puede hacerlo y solo puedeaaatamo modificador unico o terminador de

cadeng159].
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Las proteinas SUMO se sintetizan como precursores inmaduros que requieren el clivaje de un
dipéptido diglicina en el €@rminal por una proteasa especifica de sentrina (SENP) para generar la
forma madura Figural. 16A,B). El SUMO maduro se activa formando un enlace tioester con la enzima
E1 de manera dependientie ATR SUMO se transfiere luego de E1 a la cisteina catalitica de la enzima
SUMO E2 (Ubc9), en otro enlace tioester, generando el gop2SUMO. Posteriormente, la enzima
Ubc9 cataliza la formacion de un enlace isopeptidico entreeiriinal del péptido SUMO y el amino
s Bnd lisinaespecificade la proteina blancoFfgural. 16A,0). Este proceso es facilitado por las

SUMdigasas E3, que también otorgan especificidad a las proteinas fl6@jo
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Figural. 16. Caracteristicas de la conjugacion a SUMO. Adaptado de Hickey et al [160].

Diferentes factores pueden contribuir a la especificidad del sustrato en la via de SUMO,

incluyendo la regulacién espacial, temporal y la especificidad las SigM@sE3. Hasta ahora, solo

se han reportado unas pocas SUM@asasE3, incluyendo miembros de la familia de la proteina
inhibidora de STAT (PIAS), PC2, la ligante dual E3 de ubiquitina y SUMO1 TOPORS, ¢ti#. otros

Las ligasas E3 pueden estar involucradas en multiples procesos celulares y no solo en el proceso de
SUMOilacién, como por ejemplo la desacetilasa de histonas HDACA4, la cual posee funcién a nivel
epigenético[161]. Por otro lado, & reversibilidad de la conjugacion a SUBKDIrre a través de las
peptidasas/isopeptidasas SENPs que producen la desconjugacigrupies SUMOunidos a sus

sustratos Existen diferentes SENPs que se diferencian en su localizacién subcelular [62,63].

Entre los numerosos sustratos 8&MOilacion que se han identificadhay varioxomponentes
de la via PI3K/AKT. Por ejemplo, se ha reportado qusulasnidadesp85 y p110 de la PI3K son
susceptibles a la SUMOilacién, como asi también el regulador PTEN, AKT1 y diversos factores rio abajo

en esta via, muchos de los cuales btamcosde AKT[162].
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1.5.1SUMOilacion de AKT

Los primeros reportes sobre la SUMOilacion de AKT cumplieron su primera década, y desde
entonces muy poco se ha profundizado sobre los efectos de esta MPT en la funcién de esta quinasa.
En el afio 2013, Merbl y colaboradores, en un estudio protedmico a egeala, no enfocado
especificamente en AKT, identificaron que las tres isoformas de esta quinasa eran susceptibles a ser
SUMG@ladas[145]. En el transcurso del mismo afio, los grupos de la Dra. Anabella S{@g&jw el
Dr. Ping Wan{l47] publicaron casile manerasimultdneados trabajos en los que demostraron que
AKT1 era SUMMda y que esto impactaba en su funcidstos grupos generaron mutaciones en
diversos residuos lisina probables de ser blanco de esta MPT segun la secuencia consenso de
SUMOilacién en la que se encuentramersasy verificaron la susceptibilidad a la SUMOilacién
(6SUMOilabilidag) de estas mutantes. Luego dasayos de SUMOilacion taritovitro comoin vivo
de las diferentes mutantes de AKT1, en conjunto, se demostré que las lisinas K381BB, K111,

K182, K189, K276 y K301 son SUMOilaBliesembargo, ambos grupos coincidieron que la K276,
ubicada dentro del dominio quinasa de AKTL, es el principal sitio aceptor de SDbCafiosnas

tarde, en 2015, el grupo de la Dra. Carmen Rivas también publicahajollegando a conclusiones

similares con respecto a los sitios de SUMOilacion de AKIBL. Ademas, describieron qui@
SUMOilacién de AKT es facilitada por la ligasa E3 de SUMO PIAS1, mientras que es sensible a SENP1y
SENP2.

Utilizando las diferentes mutantes deficientes en SUMOilacion, estos grupos, estudiaron los
efectos de esta MPT tanto sobre la actividad y fosforilacion de AKT1, como también sobre diferentes
procesos celulares y conégstosdependian de la SUMOilabilidad de esta quinasa. En conjioctos
los autores encontraron que la SUMOilacion promueve la activacién de AKbmoviendo asi la
proliferacion celular, la tumorigénesis y la supervivencia celular, entre otros profeXs [123],

[146]. Sinembargo, sus efectos en CME no habian sido estudiasia el momento

Dado que la actividad de AKT posee una relacién estrecha con la fosforilacion de sus residuos
clave, se preguntaron si existia una conexién entre la SUMOilacién a estos elefsforilacion
guesea responsable del efecto de la SUMOilacién sielmeodulacion déa actividadde esta quinasa
Diferentestrabajos sugirierorgue la SUMOilacion de AKT sufosforilacionparecen ser eventos
independientes[120], [123], [146] sin embargptodos los autores coinciden que la SUMOilacion

promueve la actividad quinasa de AKT.

La SUMOilacién regula diversas funciones de AKT. Por ejemplo, Risso y colaboradores,

encontraron que la SUMOilacion de AKT1 modifica el patr@ptieingalternativo, la proliferacion y
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el ciclo celular en células de rifion embrionario hum§t2s]. Respecto al cambio en el patrén de
splicing esta MPTavorecela inclusion del exdn que determina que aumente la relacion de la isoforma
BchxL respecto a Bal el gen Bek, clave en el proceso de apoptogjssdemas,promuevela inclusion

de un exon particular denominadxon A en eARNnde Fibronectingl23]. Este hallazgo nos resultd

de particular relevancia porqueakios afios antes, nuestro grupo haliacontrado que la isoforma

de Fibronectina que incluygichoexdn incrementa la tasa de proliferacion de CJ¥&3].

Por otro lado, AKT también ejerce un efecto regulador sobre la via de SUMO&AiHrmKT
fosforila directamente a Ubc9 en T35y SUMO1 en T76 y estas modificaciones promueven la formacion
del enlace tioester de Ubc9 y la estabilizacionSi#MO1, respectivamente, induciendo la propia
SUMOilacion de AKT, y la de otros sustratos como la misma Ubc9, STAT1, CREB y PTEN. La induccion
de la SUMOilacion de PTEN por AKT se ha propuesto como un mecanismo para detener el bucle de

retroalimentacion paitiva resultante de la activacion de AKT.

Tal es la importancia emergente de esta MPT sobre AKT, que incluso ha sido propuesta como
posible blancderapéuticoprometedor, ya que se ha visto que é@zima activadora de SUMO SAE1

promueve la progresion del glioma humano al aumentar la SUMOilaci8iKdd.64].

Apartir de los antecedentes desgtbs enesta seccionen especiaobre la importancia de AKT1
en el contexto pluripotentgy considerando la significativa influencia de la SUMOilacion en la funcion
de esta quinasa, postulamos que la SUMOilacion de AKT podria desempefiar uelpapeteen el
mantenimiento del estado pluripotente en células madre embrionar&seste trabajo de Tesis
exploramos el papel de la SUMOilacién de AKTifamentes procesos relevantes para el estado

pluripotente.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Si bien seconocen con gran detalléos mecanismos moleculares que regulan el estado

pluripotente en células madrealn quedan interrogantes por dilucidar.

Dada la importancia de la via de sefalizacion de la quinashekiKdiversos procesos celulares,
y particularmente en el mantenimiento de las propiedades fundamentales de CMiby wtro ladg
elimpactode la SUMOilacién en fancion dedistintas proteinasincluyendo AKTespeculamos que

la SUMOilacion de AKPodriatener un rolendistintos procesos relevantes en CME.

Consecuentemente, proponemos la siguiehigotesis

AKT1 afectade manera dependiente de su SUMOilaciodiferentes procesos relevantes para el

mantenimiento del estado pluripotenteen células madre embrionarias

En este marco, ebbjetivo generalde este trabajo esstudiar los efectos de AKT1 y la
dependencia de su SUMOilaciéabre procesos relevantes para la pluripotencia en células madre

embrionarias.

Comoobjetivos especificosle estaTesis nos propusimosstudiar los efectogle la SUMOilacion

de AKT1 y de la mutacién Elstibre:

I.  Ladistribucion subcelulatie AKT1

II.  Laexpresion d&anog unolos FTsle la red principal de pluripotencia
a. Regulacion a nivelel promotor, ARNm y proteina.
b. Estudio delmecanismomolecular subyacentg analisis del efecto en diferentes

contextas celulares

Ill.  Parametros que modulan la expresion génica
a. Organizacion generde la cromatinanediante el analisis de distribucion de HP1
b. Distribucion subnuclear dims FTsle pluripotenciaDCT4 y SOX2
c. Dindmica de interacciénon la cromatinale OCT4, SOX2 y NANOG
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3.1 Capitulo 1
Regulacion de laexpresion del factor de pluripotencia

Nanogpor AKT1 y dependencia de su SUMOQilacion

Como mencionamos anteriormente, AKT/PKB es una quinasa de serinas y treonina conocida
por mediar la accién de una amplia variedad de estimulos, regulando asi una gran cantidad de
procesos en diferentes tipos de célulfsl8]. En particular, AKT juega un papel central en el
mantenimiento de las células madre pluripotentes (CMP) de mam[f85], [136] Estas células
tienen la capacidad de aut@novarse indefinidamente y de diferenciarse a todos los tipos de células
derivadas de las tres capas germinal2s], [165] constituyendo un excelente sistema para la
investigacion en biologia del desarrollo, el modelado de enfermedades y evaluacion de farmacos,
entre otras aplicacione§b]. Estas capacidades se mantienen principalmente por los factores de
transcripcién (FTs) de pluripotencia Nanog, Oct4 y Sox2, que juntos constituyen la red principal de
pluripotencia que induce la expresion de genes cruciales del estado pluripotente e aguiéllos que

promueven la diferenciacion celulfr66], [167]

La activacion de AKT se produce como consecuencia de su fosforilacion por PDK1y mTORC2 para
lo cual es crucial su reclutamiento a la membrana plasmgitRBH, [132] Posteriormente, la actividad
y especificidad de AKT se regulan finamente por multiples modificacionesqstcionales (MPTSs)
[140], [168]incluyendo la conjugacién al péptido SUMO (en inglés: Small UbiRétated Modifier)
conocida como SUMOilaci¢h62). Esta MPT requiere un proceso de activacion del grupo SUMO que
involucra diferentes enzimas especificas, seguida de su ligacién a residuos lisina de la proteina blanco,
mediada por la enzima SUMO conjugBdCg154]. La SUMOilacion juega un papel importante en la
regulacion y funcién de un gran ndimero de proteinas, y la desregulacién de esta via ha sido asociada
con ciertaenfermedades, incluyendo candd48]. Esta MPT, ademas @apactardirectamenteen
la actividad y funciértambién afecta la localizacion y acumulaaniclear de algunas proteinfs48],
[149]y en consecuencianodulala disponibilidad para la interaccion con diferentes biomoléculas
[150].

La SUMOilaciéon de AKT1 afecta diversos procesos celulares como la supervivencia, la
proliferacion y el potencial oncogénico de lineas celulft@8], [146], [147], [151]Sin embargo, el

rol de esta modificacion de AKT1 aun no habia sido estudiadé@lelas madre embrionaria€¥B.

Dado que AKT1 induce la expresion del factor de transcripcion fundamental de pluripotencia

Nanog[136], [169], [170]y que la SUMOilacién de esta quinasa afecta su actividad en diferentes
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contextos, nos preguntamos si esta MPT afecta la regulacién eltasion de Nanog ejercida por
AKT1 en CME.

Por lo tanto,en este capitulo nos centramos en los efectos de esta MPT de AKT1 sobre la

regulacion del factor de transcripcién fundamental de pluripotencia Nanog.

3.1.0Modelo experimental

Con el objetivo de estudiar el efecto de la SUMOilacion de AKT1 en el contexto de pluripotencia,
utilizamos vectores de expresion de distintas variantes de AKT1 con diferente capacidad de ser
SUMOiladas, gentilmente cedidos por el grupo de la Dra. SrefffeyBINE, CONIGEBA). Estas
variantes se enegntran clonadas en el vectocPPNA6 y marcadas con la etiqueta de hematoglutinina
de gripe humana (HA) en su cadgr@ipeptidica. Por otro lado, ademas contamos con el plasmido
pcDNAG el cual usamos como trohbasal en la mayoria de nuestros experimentos. Si bien iremos
profundizando sobre los detalles de estas variantes a lo larda thsis, como breve introduccion,
contamos con la variante salvajeild type) de AKTIAKTL wiquelLl2 4SS O LI OARdrR &y 2 N
SUMOilaa [123]. Ademas, contamos con una variante que posee dos de los sitios blanco de
conjugacion al grupo SUMO, las lisinas 276 y(BQ¥6/301R)reemplazadas por argininas y por lo
tanto presenta SUMOilacion disminuidienomirada AKT1 2KR23]. Por otro lado, contamos cda
mutante AKT1 E17kue posee una sustitucion del &cido glutamico 17 por una lisina (E17K). Esta
sustitucion, descubierta en diferentes tipos de tumores de mamifgr'ds], aumenta la interaccion
de AKT1 con lmembrana plasmaética, en principio promoviendo una mayor activacion y actividad de
esta quinas§l71], [172] Asu vez, el nivel de SUMOilacidén en esta mutante se encuentra aumentado
considerablemente[123]. Finalmente, contamos ademas con la contraparte de esta mutante
oncogénica, pero con las lisinaancode SUMOilacién mutadaks variante AKT1 E17K/2KR combina
las mutaciones E17K y las 2KR, por lo tanto, aun teniendo la mutacién asociada a una mayor
SUMOilacioén, la sustitucion en las lisinas produce una variante con SUMAQllisondmuida[123]. A
su vez, esta mutacién en las lisinas también produce la pérdida de efectos rio abajo de la mutante
E17K[123]. Si bien en algunos experimentos de esta tesis incluimos variantes de AKT1 adicionales
gue discutiremo®n su momento, estas cuatsmn las herramientas principales de nuestros estudios

y se encuentra esquematizads en larigura R1A.

En células de la lin&s4,que corresponde a una linea establecida de @M&rtir de blastocistos
de raton [173], realizamos la transfeccion de cada variante de AKTL, utilizando el agente de
transfeccién Polietilenimina (PEI). Como se observa en la inmunofluorescencia (IFjgdeddaR1B

todas las variantes se transfectan en igual proporcidon. Asimismo, el western blot (WB)igleréaR.
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1Cmuestra que los niveles de expresion son similares. En conjunto, estos controles demuestran que
las cuatro variantes de AKT utilizadas se expresan en nuestro sistema correctamente y de manera
homogénea en las condiciones de trabdm ambos casos, la visualizacién de la expresion de las
variantes fue a través de un anticuerpo aA#\. La correcta y homogénea expresion de todas las
variantes es una variable fundamental en los experimentos que mostraremos en esta primera etapa.
Por esé motivo, tanto la integridad de los vectores plasmidicos utilizados, como su concentracion,
han sido examinadas a lo largo de estos estudios con el objetivo de tener control sobre la masa de
ADN transfectada.

Varantesde  varlantes derivadas  variantes derivadas i
AKT1 de AKTI wt de AKT1 E1 7K HA tag Merge Ampliado
& s : [~ ]
Variantes £ & S
SUMOilables U

wt E17K

wt

--E

2KR

HA-AKT1

HA-AKT1 u
contol Lt EIZK 2KR EVZK/2KR B
HA-AKT‘ - ' e - - I g - - E
w
GAPDH — - 36 4Dy

Figura R. 1. Expresion de las variantes de AKT1 en CME. A) Representacion esquemética de las principales
variantes de AKT1 utilizadas. B) Imagenes representativas de inmunofluorescencia en microscopia widefield de
células W4 transfectadas con las distintas variantes de HA-AKT1. Las variantes de HA-AKT1 transfectadas fueron
visualizadas mediante IF con anticuerpo especifico contra el tag HA (rojo). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI
(cian). Barra de escala: 100 um. C) Westen blot correspondiente a extractos de proteinas totales de CME
transfectadas con las distintas variantes de HA-AKT1 o con el vector vacio (control). Se detecto la expresion de
las variantes con un anticuerpo especifico contra el tag HA y se utilizd un anticuerpo contra GAPDH para detectar
esta proteina como control de carga. Adaptado de Francia, et al [174].

Cabe mencionar, que nuestro sistema de estudio se caracteriza por ser un tipo celular con muy
baja eficiencia de transfeccion. Por ejemplo, con agentes de transfeccién habituales como el PEI, se
obtiene una eficiencia de transfeccién del5%, que para algnos abordajes experimentales, como
en aquello en los gque se utilizan sistemas reporteros puede resultar suficiente, pero no para otros, por
ejemplo en los que las células sin transfectar pueden llegar a enmascarar resultados. A lo largo de este

trabajo remos discutiendo estas limitaciones.

En este puntodebemos comentar queomos conscientede que hubiese sido éptimgoder
analizarel estado de SUMOilacion de las variantes de AKT1 usadas en nuestro sistema experimental

por lo que intentamos realizar dicha determinaci@ste abordajeinvolucrala transfeccion de cada
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una de las diferentes variantes junto con un vector codificante para la enzima conjugadora de SUMO
y el grupo SUMO conteniendo un tag de histidinas. A continuacion, a partir de lisados de células
transfectadas se purifida fraccion SUMOilada de cada variante de #&fsfectada en las células
mediante una columna de niquebn afinidad por el tag de histidinas y finalmente, se cuantifica dicha
fraccion medianteWB, utilizando un anticuerpo que reconoce el tag HA, que como mencionamos,
estd presente en las construcciones de las diferentes variantes de AKT. Este abordaje experimental
requiereuna gran masa de proteinas provenientelagcélulas transfectadas con diferentes vectores

en simultaneo La baja eficiencia de transfeccién de nuestro sist@m@binado con ehlto costo del

medio de cultivo y agentes de transfecciérequp nos permitieron escalar el sistema, determinaron

gue nos resulte imposible obtenéx masa de proteinasecesara pararealizar dicha determinacién
Mencionamos que realizamos varios intenéwscolaboracion con el Lic. Laureano Bragado, del grupo
de la Dra. Anabella Srebrow, especialistasesta metodologia.De todos modos, los diferentes
resultados que fuimos obteniendaroducto dediferentes abordajes experimentales, nos permiten
confiar en el correcto funcionamiento del sistema experimentamoiremos discutienda lo largo

de este trabajo

Por lo tanto, ma vez comprobada la correcta expresion de todas las variantes en nuestro sistema,
decidimos estudiar si la SUMOilacion afecta la distribucion de &K3abe que AKTAuede ser
encontrada tanto en la membrana plasmética, como en el citoplasma, el nicleo, e incluso asociada al
citoesqueleto, dependiendo el tipo y contexto celuletasta la fechano existan reportes de la
distribucionsubcelularde todas estayariantes, y ndhabiaestudios previos de ninguna de ellas en
CME Sin embargo, & ha reportadoque la variante AKT1 E17K se localiza preferentemente en la
membrana plasmatica en otro tipo de célu[dg5], pero, hasta este momento, no existian reportes

sobre el posible efecto de la SUMOilacién en la distribucion de esta quinasa.

Para el estudio de la distribucion de las variantes de AKT1 en CME, utilizamos el abordaje
experimental esquematizado en FguraR 2A. Realizamos la transfeccién de CME con las distintas
variantes de AKTL1. Luego de 48 horas las células fueron fijadas, se |éslaeal@mcacion con el
anticuerpo antiHA y se tomaron imagenes de microscopia confocal. EiglaaR 2B se muestran
imagenes representativas de la distribucion de las distintas variantes de AKT1 en escala de grises y en
una LUT(por look up table en inglés)que facilita lavisualizacion dda intensidadde la sefial
Cualitativamente, observamos que las variantes AKT1 wt y su contraparte con SUMOilacién
disminuida AKT1 2KR presentan una distribucién ubicua y similar. Por otro lado, las variantes AKT1
E17K y su contraparte de menor SUMOilabilidad AKT1 E17K/2KR,npteeee una localizacion
preferencial por el borde celular. Como mencionamos anteriormente, si bien existe bibliografia que
muestra la traslocacion a la membma de la variante AKT1 E17K, no existia reporte de este

comportamiento en CME. Con respecto a la AKT1 E17K/2KR, hasta la fecha no se conocia que la misma
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presentasela misma localizacién que la E17K. Ante estas observaciones, realizamos un andlisis formal
cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de la marcacion tanto en el borde como en el interior
celular. Si bien en estos analisis no fue incluido un marcdelenembrana, se considerd una franja

de 250 nm del borde de las células como aproximacionregi@n correspondiente a lamembrana
plasméticaEn laFiguraR 2B semuestrala intensidad de fluorescencia promedio del borde de la
célula relativizada a la intensidad de fluorescencia promedio del interior de cada célula. Eneel caso
gue esta relacion borde/intericgsigual a 1, no hadiferencias entre estas dos regiones de la célula,
mientras que, si la relacién es mayor o menor, eso indica un mayor o menos reclutamiento de AKT1
en el borde celularrespectivamenteSe determind que en las variantes AKT1 wt y 2KR, tal como fue
observado cualitativamente, la relacion borde/interior es cercarfg ro presentando diferencias
significativas entre estas dos regiones de la célula, ni tampoco presentado diferencias significativas
entre estasvariantes. Por otro lado, con respecto a tagtantes AKT1 E17K y E17K/2KR, se observa
gue la intensidad de la sefial es significativamente mayor en el borde celular con respecto al interior
de la célula, no presentando deferencias significativas entre ambas, paronslas variantes
anteriores. Estos resultados indican por un lado que la mutacion E17K presenséasrvariantes
produce una mayor acumulacion de la quinasa en la membrana con respecto a las variantes que no la
poseen por otraparte, integrando los resultados obtenidos con las cuatro variantes, concluimos que

la SUMOilabilidad no impacta en la proporcion de AKT1 en la membrana. Por Gltimd;igurédR

2C semuestrala fraccién relativa de células que poseen su relacion borde/interior mayor 0 menor a

1 (FR>1 o FR<1, respectivamégntkos resultadosndican que la mayor parte de las células
transfectadas conada variantg@resenta la distribucion mostradan el grafico anterior, y por lo tanto

los promedi® anteriores son representativos de la poblacion de cada variante en general

Debemos recordar que estos resultagwevienen de observaciones en células fijadas, dado
la identificacion de la variante de AKT transfectada es realizada mediafeni® mencionaremos
mas adelante, el proceso de fijacion puede alterar diferentes pardmetros celulares, afectando la
distribucion de las biomoléculas, por lo que complementaremos mas adelante este analisis con otros

abordajes experimentalgsecciorn.2).

Estos analisis inicialegue corresponden al estudide la presencia de AKT1 en la membrana de
CME fueron el puntapié inicial, para que, a partir de otras herramientas que seran presentadas mas
adelante en esta tesis, podamos profundizar en el estudio de la distribucién de AKT1y su dependencia

con la SUMOilacion, no solo en la membrana, sinoters compartimentos celulares.
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FiguraR. 2. Lalocalizacion subcelular de AKT1 no depende de su SUMOilabilidad. A) Esquema experimental
empleado para el andlisis de distribucién subcelular de las variantes de AKT1. B) Imagenes representativas de
inmunofluorescencia en microscopia confocal de células W4 transfectadas con las distintas variantes de HA-AKT1.
Las células transfectadas y la distribucién de AKT1 fueron visualizadas mediante anticuerpo especifico contra el
tag HA. C) Andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de AKT1 en el borde y en el interior celular. Se
muestra la intensidad de fluorescencia media del borde relativizado a la intensidad media del interior de las células
transfectadas con las distintas variantes de HA-AKT1. Los resultados se muestras como media + EE para cada
condicién. D) Andlisis de la fraccion (%) de poblacion de células transfectadas en funcién de su fluorescencia
relativa (FR). En todos los casos, letras distintas denotan diferencias significativas entre las variantes de AKT1 (p
<0.05). Barradeescala:5¢e m. Adaptado dEd74Fr ancia, et al
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3.1.1Parte |

Efecto de AKT1 sobre la expresiore Nanog

3.1.1.1AKT1 induce la actividad del promotor Nanog de manera
dependiente de la SUMOilacién en células madrembrionarias de

raton

Como mencionamos anteriormente, AKT es clave para el mantenimiento del estado
pluripotente en CMEYy particularmente inducda expresion de Nanofl36], [169], [170] En el
presente capitulo comenzaremos con el estudio del impacto de la SUMOilaciéon de AKT1 en CME,

haciendo foco sobre la regulacién de este FT fundamentalaitele pluripotencia.

Con el objetivo de evaluar el rol de la SUMOilacion de AKT1 en la regulacién de Nanog en el
contexto de pluripotencia, comenzamos estudiarelcefecto de las diferentes variantes de AKT1
sobrela actividad del promotor de Nanog. Para esto utilizamos el vé&z@ong5P reporterEste vector
fue originalmente publicado en 20Q%76] y ha sido ampliamente utilizado en la bibliografia como
reportero de la actividad del promotor de Nandg'7]¢[179]. Como se observa esquematizado en la
FiguraR 3a, este vector contiene el ADNc de la enzima luciferasa de la luciéPhagaus pyralisy
en este caso, su transcripci@e encuentra regulada por un fragmento de 2,5 kpb de la region
promotora proximal del gen de Nanog de raton (chr6:122,654,000 ~ 122,656(&00p se mostrd
mediante analisis de Chileq(FiguraR 3b) [180], esta regioninteractia conmultiplesfactores de
transcripcid, algunos de los cuales seran estudiados en este tralmagpe convierte a este vector
en una excelente herramienta para el andlisis de la regulacion de esteAgncon las limitaciones
de este sistema que seran discutidas oportunamente, consideramos que la actividad de luciferasa
obtenida en los ensayos con este vector es una buena aproximacién de la actividad transcdgtional

promotor enddégeno de Nanog.
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B) Pegado de factores presentes en

A) Esquema de la construccion original del reportero el contexto pluripotente en el locus de Nanog
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FiguraR. 3. Construccién original del reportero dela actividad del promotor de Nanog y presencia de sitios

de pegado en laregion incluida. A) Esquema de la construccion original, adaptada de Gu et al [176], y esquema

del vector utilizado. Los exones del gen se representan como rectangulos; se marcaron en color negro los exones

gue corresponden a |l as regiones no codificantes 56 vy 36
reemplazada por el cADN del gen de luciferasa (LUC) B) Andlisis de unién de diferentes factores presentes en el

contexto pluripotente sobre el locus de Nanog, realizado en la base de datos ChIP-Atlas, adaptado de Knaupp et

al [180]. En celeste se resalta la region incluida en el vector Nanog5P reporter.

En células de la lin&&l4,que normalmente expresan NandgiguraR 4A), utilizamos ehbordaje
experimental esquematizaden laFiguraR 4B. Realizamos la cotransfeccion de cada variante de AKT1
indicada en los ensayos, junto corNelnog5P reportenjtilizando el agente de transfeccion PEI, y 48
h luego de la transfeccion realizamos la medicién de la actividad de luciferasa. Dada la importancia de
este tipo de ensayo en el desarrollo de esta tesis, aunque se encuentra detallado en materiales y
métodos, comentamos brevemente que la medicién de la actividad de esta enzima consiste en lisar
las células transfectadas, incubar los extractos en un buffer adecuado conteniendo luciéérina
sustrato de la enzima luciferasa, y realizar lantifiaacion de los fotones liberados producto de la
catalisis de este sustrato. Una mayor sefial luminica es consecuencia de unacargigadde la
enzima en cada muestra, que, a su vez, indica una mayor expresion de lg pristuzto de una
mayor actividad del promotor estudiado. En este tipo de ensayos es habitual cotransfectar un vector
gue exprese un gen reportero diferente, dirigido por un promotor constitutivo, cuya expresiéon no
debe ser sensible a las diferentes cormheis experimentales estudiagaEste vector se utiliza para
normalizar los valores obtenidaegunlos niveles de transfeccion en cada muestra. Sin embargo,
debemos mencionar que intentamos utilizar diferentes vectores que habitualmente se usan en este
sistema, como los que codifican para la enzima luciferasa de la espeti&a reniformisegulados
por diferentes promotores, pero detectamos que en todos los casos, la expresion del gen reportero

de los diferentes vectores a nuestro alcance, se modificaba por la presencia de AKdmeatp!
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como consecuencia de elementos regulados por esta via, por lo que este sistema normalizador no nos
resulté de utilidad. Por ese motivo, los resultados de los experimentos realizados con esta técnica
fueron normalizados mediante la cuantificacion de proésinotales de cada extracto mediante el
método de Bradford y se relativizaron a los niveles obtenidos en la condicién basal, en la que el
reportero fue cotransfectado con el vector vacio correspondiente. Ademas, realizamos al menos 3
réplicas técnicas erada determinacién y al menos 3 réplicas bioldgicas segun detallado en cada caso.
De todas maneras, como lo comentamos anteriormente, realizamos la verificacion de la transfeccion

y expresion similar de las diferentes variantes utilizadas.

Como se observa en KEiguraR 4C, la actividad del promotor de Nanog aumenté cuando se
sobreexpres la variante AKT1 wt con respectéaacondicion control transfectada coheector vacio
(basal). Como lo mencionamos previamente, debido a que AKT1 esta involucrada en una de las
principales viague mantienen la pluripotencia en CME, conrahde inducciéren la expresiomle
Nanog esperdbamos encontrar este aumento en la actividad de este proriotque apoya la validez

del modelo experimental

Por otro lado, la variante de AKT1 que posee dos de las lisinas reportadas como blanco de
SUMOilacién, reemplazadas por argininas, la AKT1 2KiR\mefecto sobrda actividad del promotor
de Nanog dando lugar a una actividad luciferasa similar aniegles basalesF{guraR 4C). Este
resultado indica que la sustitucidén de estas lisinas SUMOilables produce una pérdida total del efecto
inductor de AKT1 sobre el promotor de Naneggiriendo fuertementgue esta induccién depende

de la SUMOilkionde esta quinasa.

Para poér discernir si la causa de la pérdida del efecto inductor se debe a la pérdida de
SUMOilabilidadle la quinasa @ otro efecto consecuencia dedemplazo de las lisinagor ejemplo,
a un cambio conformacionagstudiamos el efecto de otra variante, la AKT1 D274N/E278Q. Esta
mutante posee el consenso de SUMOilacién que rodea a la K276 mutado, perdiendo parte de su
SUMOilabilidad, pero no asi la lisimanco[123]. Como mostramos en laiguraR 4C, encontramos
gue la cotransfeccién de esta mutante tampoco produjo efecto sobre la actividad del promotor, el
cual no presentd diferencias respecto a la actividad basal, similar a la variante AKT1 2KR. Estos
resultados sugierefuertemente que la pérdida del efecto inductor encontrada en la mutante 2KR,
no se deberia, por ejempla un cambio conformacional producido por la sustitucion de las lipgias

se sino a la pérdida parcial de la SUMOilabilidad de AKT1.
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Figura R. 4. Efecto de AKT1 sobre el promotor de Nanog y dependencia de la SUMOQilacién. A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de una colonia de células W4. Se visualiz6 la la proteina de NANOG
mediante IF con anticuerpo especifico (en verde) y los nucleos se tifieron con DAPI (en cian). Barra de escala: 20
¢ m B) Esquema experimental de los ensayos de luciferasa. C) Efecto de las variantes de AKT1 wt, 2KR,
D274N/E278Q vy el vector vacio (basal) sobre el Nanog5P reporter. En todos los casos los resultados se
relativizaron al basal de la condicién correspondiente y se muestran como la media de la actividad de luciferasa
relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p <0.05) entre variantes. Adaptado de Francia, et al [174].

Los resultados presentados hasta este momento demuestran el requerimiento de la
SUMOilabilidad de AKT1, es decir, de su capacidad de ser SUMOilada, para producir un efecto sobre
la actividad del promotor de Nanog. A continuacién, para evaluar el requetionie la SUMOilacion
propiamente dicha, decidimos interferir con el proceso de SUMOilacion. Para esto utilizamos una
mutante de la via de SUMOilacién, especificamente, una mutdata enzimajue conjugael grupo
SUMO, la UBC9(C938)e posee una muta@n puntual la cisteind® reemplazadapor una serina. Esta
mutacién clave de su sitio activo produce la pérdida de su funcion conjugasa, y al ser sobreexpresada,
actla como dominante negativa sobre la enddégg¢b@1]c[183]. La presencia de esta mutante
disminuye la transferencia del grupo SUMO a sus lisinas blanco, y de este modo, la SUMOilacién global
en la célula. Si bien esta inhibicién en la SUMOilacion no es especifica para AKT1, su SUMOilacién
también se ve disminuidd47]al igual que la de otras proteinas. Como se obserda EiguraR 5,
en presencia de la UBC9(C93S), la variante wt perdié significativamente su efecto inductor sobre la
actividad del promotor de Nanog, demostrando que el proceso de SUMOilacién es requerido para esta
induccién. Destacamos que el bloqueo de la inducciénddedl efecto de la dominante negativa de
UBC9 resulté de tal magnitud que determiné que no se observen diferencias respecto al nivel basal
(linea de puntos). Como esperabamos, debido aisarvariante con SUMOilabilidad disminuida, con
la variante AKT1 2KR no observamos cambios significativos en presencia o ausencia de la YBC9(C93S
Estos resultados demuestran el requerimiento de la SUMOilacién de AKT1 para la induccion de la

actividad de este promotor.
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Figura R. 5. Efecto sobre la induccién del promotor de Nanog en presencia UBC9 dominante negativa,
UBC9(C93S). Efecto de las variantes de AKT1 wt y 2KR sobre la induccion del promotor de Nanog en presencia
(+) o ausencia (-) de la variante dominante negativa de UBC9, UBC9(C93S). En todos los casos los resultados se
relativizaron al basal de la condicién correspondiente (linea punteada) y se muestran como la media de la actividad
de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes. El simbolo sobre las
barras indica diferencias significativas (*) o no (NS) de las variantes de AKT1 respecto a su basal correspondiente
(linea punteada), mientras que el simbolo sobre la linea denota diferencias significativas (#) o no (NS) entre la
misma variante de AKT1 +/- UBC9(C93S) (p <0.05). Adaptado de Francia, et al [174].

3.1.1.1.1 a mutante oncogénica AKT1 E17Kinduce el promotor de Nanog,
mientras que su contraparte deficiente de SUMOilacion AKT1
E17K/2KR, notiene efecto

Como mencionamos anteriormente, la mutante AKT1 E17K, posee una sustintiacidica
del acido glutamicde la posiciori7 por una lisina (E17Kgsta mutacion fue detectadmn diferentes
tipos de tumores de mamiferd&71], aumenta la interaccién de AKT1 con la membrana plasmatica y
en consecuencia también aumenta su activifiegl], [172] A su vez, el nivel de SUMOilacion en esta
mutante es mayor que el da version wi{123]. Por estasazones y habiendo previamente encontrado
un efecto de la SUMOilabilidad de AKT1 sobre la actividad del promotor de Maalm;mos el efecto
de esta mutante de AKTdobre la actividad del promotor de Nanog. Utifizss el mismo esquema
experimental de la seccion anteridfiguraR 4A),y comose observa en IRiguraR 6A, esta variante,
al igual que la wt, indujo la actividad del promotor evaluado, aumentandola significativamente con
respecto al basal. Por otro lado, para estudiar la dependencia del efecto sobre el promotor de Nanog
de la SUMOilabilidad de estautante, evaluamos la actividad del reportero en presencia de otra
mutante que combina las mutaciones E17K con las sustituciones de las lisinas K276/301R, la mutante
AKT1 E17K/2KR23]. Esta posee la mutaci@mcogénic&17K, pero al no poseer las dos lisinas blanco
del grupo SUMO, su SUMOilabilidad se ve disminuida. Al cotransfectar esta variante con el vector
reportero, observamosiveles similares al bas&iguraR 6A), demostrando que incluso conteniendo
la mutacion hiperactivante E17K, su SUMOilabilidad es clave para su efecto inductor del promotor de

Nanog.Por otro lado, esperdbamos obtener un efecto inductor mayor que con la variante wt, debido

56



a la caracteristica hiperactiva de la mutante AKT1 E17K reportado en bibliografia en distintos
contextos celulares[172]. De acuerdo con lo esperado y como se observa eRigaraR 6B,
encontramos que esta variante oncogénica indujo la actividad de este promotor incluso aun méas que
la versibn wt.Nuevamente, para confirmar el requerimiento del proceso de SUMOilacién en la
induccion de la actividad del promotor de Nanog, evaluamos el efecto de interferir directamente con

el proceso de SUMOilacion, mediante cotransfeccién de estas varidatésKTcon lamutante
dominante negativa de la enzima conjugadora a SUMO usada anteriormente, la UBC9(C93S). Como se
observa en l&iguraR 6C lainterferencia de la SUMOilacig@rodujo una disminuciosignificativa

del nivel de induccién deeportero producido polAKT1E17K.Debemos mencionar que si bien la
induccién disminuyo significativamentd,efecto inductor no se perdié por complefobablemente
consecuencia de algunas moléculas de AKT1 E17K que lograron SUMOilarse y producen altos niveles
de induccién del reportero, suficientes para ser detectados por encima del valor Ezsales
consistente con la mayor induccion del reportero ejercida por esta mutante respecto a la wt.
Finalmente, on respecto a lanutante AKT1 E17K/2KR, no observamos cambios significativos en
presencia o ausencia de la UBC9(C983jue es consistente con su SUMOilabilidad disminuida y su

falta de efecto sobrel reportero.
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Figura R. 6. Efecto de AKT1 sobre el promotor de Nanog y dependencia de la SUMOilacion. A) Actividad de
luciferasa del Nanog5P reporter, revelando el efecto sobre el promotor de Nanog de las variantes de AKT1 E17K,
E17K/2KR y el vector vacio (basal). B) Comparacion de las veces de induccion de las variantes wt, E17K y el
vector vacig (basal). C) Efecto de las variantes de AKT1 E17K y E17K/2KR sobre la actividad del promotor de
Nanog en presencia (+) o ausencia (-) de la UBC9(C93S). En todos los casos los resultados se relativizaron al
basal de la condicion correspondiente y se muestran como la media de la actividad de luciferasa relativa + Error
Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes. En los paneles A y B, letras distintas denotan
diferencias significativas (p <0.05) entre variantes. En el panel C, el simbolo sobre las barras indica diferencias
significativas (*) o no (NS) de las variantes de AKT1 con su basal correspondiente (linea punteada), mientras que
el simbolo sobre la linea uniendo dos barras denota diferencias significativas (#) o no (NS) entre la misma variante
de AKT1 +/- UBC9(C93S) (p <0.05). Adaptado de Francia, et al [174].

Los resultados obtenidos cém mutante hiperactiva nos llevaron a preguntarnos si este efecto
de mayor induccién respecto a la wt era algo especifico de esta mutante oncogénica en particular o
un efecto mas generakebido a la hiperactivacioncompartido comtras variantes con hiperactividad.
Para explorar esta posibilidad decidimos evaluar el efecto de otra variante hiperactiva de AKT1, la

AKT1 MYR, que es constitutivamente aGipero como consecuencia de cambios diferentes a los que

presenta la mutate E17184]. La AKT1 MYR tiene su reghbterminal modificada con la region-N
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terminal de la proteina LCK, la cual posee una sefal de miristoilacién y palmitoilacion que la direcciona
a la membrana plasméticl85]¢[187]; por otra parte,la mutante E17K también se asocia a la
membrana, pero producto de una mutacion diferenténavez asociada a la membrana plasmética,

la AKT MYR aumenta su interaccion gomasas que incrementan sus niveles basales de fosforilacion

y en consecuencia, su actividd®4], [185] Como se muestra enfaguraR 7A, esta variante también

indujo la actividad del reportero, demostrando asi que este efecto inductor no es exclusivo de la
variante wt y de la mutante E17K, sino que también es producido por otra variante cuya hiperactividad
es consecuencia de una mutacidifedente. Asimismo, de manera cualitativa, detectamos que esta
induccion resultd superior a la producida por las variantes de AKT1 SUMOilables estudiadas
anteriormente. Si bien, podemos comparar los niveles de induccién de manera mas cuantitativa entre
lasvariantes wt y E17K debido a que éstas se encuentran clonadas en el mismo vector, solo podemos
hacer este andlisis de comparacion de manera cualitativa con la variante MYR debido a que la misma
se encuentra regulada bajo un promotor diferente y por ladaesta comparacion no es valida dado

gue sus niveles de expresion pueden ser difereriBestodos modos, #os resultados demuestran
guelas tres variantes SUMOQilableslucen el reportero y ademas, que la mutante AKT1 E17K, no llega

a saturar nuestro sistema reportero.

Por altimo, nos pareciéelevante evaluar la dependencia de la SUMOiladéiKT1 MYRara
lainduccion del promotor de Nanog. Es relevante mencionar que la dependencia de la SUMOilacion
de la actividad de esta variante ya habia sido reporfzata algunos efectosn otro contexto celular
[146], sin embargo, no habia sido estudiado en un contexto de pluripotenisabre la actividad del
promotor de un FT. Para estudiar esto, realizamos el mismo ensayo usado anteriormente consistente
en el analisis del efecto sobre el reportero mediante cotransfeccion de la variante en estudio, en
presencia o ausencia de la UBC9&)9EBn I&iguraR 7B,se observa que la presencia de la dominante
negativa de la enzima conjugadatal grupo SUMO produjo una disminuckignificativaen el nivel
de induccion producido por AKT1 MYR. Es interesante notar que, al igual que observamos en el caso
anterior, el efecto inductor no se perdié por completo ya que se observaron diferencias significativas
con respecto al basal. Tal como lo mencionampam la E17K, especulamos que este efecto es
consecuencia de algunas moléculas de AKT1 MYR gue lograron SUMOilarse y producen altos niveles
de induccion del reporteromayores que en el caso de AKI los cuales son suficientes para ser

detectados por encima del valor basal.

Este resultado indica que incluso en esta variante miristoilada, hiperfosforilada e hiperactiva, su
SUMOilacion es relevante para la induccion de la actividad del prordeteste FT de pluripotencia

en el contexto de CME.
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Figura R. 7. Efecto de AKT1 MYR sobre el promotor de Nanog y dependencia de la SUMOQilacién. A)
Comparacion de las veces de induccion de las variantes wt, E17K, MYR vy el vector vacio (basal). B) Efecto de la
dominante negativa UBC9(C93S) sobre el efecto de la AKT1 MYR en el promotor de Nanog. En todos los casos
los resultados se relativizaron al basal de la condicién correspondiente y se muestran como la media de la actividad
de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes. En el panel A, el
simbolo sobre las barras indica diferencias significativas (*) o no (NS) de las variantes de AKT1 con su basal
correspondiente (linea punteada), mientras que el simbolo sobre la linea uniendo dos barras denota diferencias
significativas (#) o no (NS) entre la misma variante de AKT1 +/- UBC9(C93S) (p <0.05). En el panel B, letras
distintas denotan diferencias significativas (p <0.05) entre variantes.

En conclusion, a partir de los resultados presentadosség primera seccion, demostramos que
en contextos en los que AKTL1 tiene capacidad de ser SUMOilada, esta quinasa induce la actividad de
la region promotora del FT de pluripotencia Nanog. Sin embargo, en contextos de SUMOilabilidad
disminuida AKT1 pierde la capacidad de realizar dicha induccién, o la misma es significativamente
menor. Dos abordajes complementarios nos permitieron llegar a esta conclusion; el analisis de
variantes de AKT con SUMOilabilidésminuidapor poseer las lisinaslas que se unelgrupo SUMO
sustituidas y, por otro lado, la interferencia dproceso de SUMOilacion como consecuencia de la
presencia de una mutante de UBC9 que funciona como dominante negistv@ indica que la
SUMOilacién de AKTL1 tiene un rol relevante en la regulacion de la expresion de este FT clave en CMP
Si bien hubiese sido 6ptimo estudiar el estado de SUMOilacién de las variantes de AKT1 usadas en
nuestro sistema experimental, la falta de efecto de las mutantes de AKT1 con SUMOilabilidad
disminuida, en cominto con el bloqueo del efecto inductor de las variantes SUMOilables producido
por la dominante negativa de UBC9, demuestran el requerimiento de la SUMOilacion de AKT1 para la
induccion de la actividad de este promotor. En conjunto, estas primeras obsmreacsobre el
promotor de Nanog constituyen el puntapié inicial para multiples interrogantes que iremos intentado

responder a lo largo de este trabajo de tesis.
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3.1.1.2Efecto de AKT1 sobre el ARNm de Nanog
3.1.1.2.7Andlisis de los riveles del ARNm de Nanog

Una vez determinada l@ependencia de la SUMOilacion de AKT1 para su indugeig@momotor
de Nanog, revelado por el sistema reportero, nos propusimos evaluar el efecto a nivel endégeno. Si
bien el sistema reportero de Luciferasa utilizado es un sistema confiable y robusto, es sabido que
existen diferencias con el promotor endégerfandamentalmente, debido a que se trata de un
fragmento acotado y el contexto de la cromatina del gen enddgeno no es reproducido en el vector.
De todos modos, estos modelosnsampliamente utilizados ya que permiten realizar de manera
simple una gran cantidad de analisis y suelen presentar una buena aproximacién a lo que ocurre
enddégenamente. Por esta razén, a partir del resultado obtenido sobre la actividad del promotor de
Narog en el sistema reportero, especulamos que el mismo efecto debersa raftejado en los
niveles de ARN mensajero (ARNm) de este gen, lo que confirmaria el efecto sobre su regulacion a nivel

enddgeno.

Decidimos comenzar el estudio del efecto de AKT1 sobre el gen enddégeno evaluando los niveles
de ARNm de Nanog en presencia de las distintas variantes de AKT1l. Como mencionamos
anteriormente, la transfeccién en lineas de CME no es muy eficiente, y coenét alg transfeccion
PEI se obtiene aproximadamente una eficiencia del 10 %. En el ensayo anterior con el sistema
reportero, medimos una sefial de actividad de luciferpavenienteexclusivamente de las células
transfectadas, ya que laglulasno transtctadas no expresan esta enzima, por lo que los niveles bajos
de transfeccién no repercuten en el resultado final siempre que la sefial luminica sea suficiente para
separarse del ruido del detector. En cambio, para el estudio del ARNm, como toda la mob&cié
células en el pocillo expresan Nanog, transfectar con las distintas variantes y cosechar la totalidad de
las células no seria informativo del efecto en las células transfectadas con las variantes de AKT, dado
gue el ARNm de las células transfectadagdituiria con el ARNm proveniente de la poblacién de
células no transfectadas, quen nuestro caso, son la mayoria. Por esta razén, disefiamos y utilizamos
una estrategiague nos permita seleccionar y estudiar solo la poblacién de células transfectadas, cuyo
esquema se encuentra presentado effrlguraR 8A.En este abordaje, realizamosa cotransfeccion
de las distintas variantes de AKT1 junto con un vector que contiene resistencia al antibiético de
seleccién eucariot®uromicina utilizando nuestro agente de transfeccion usual. Luego de 24 h de la
transfeccién, el medio de cultivo es reemplazado por medio de cultivo de seleccién, que consiste en
medio de cultivo normal de CME con la adicion del antibi6tico en una concentraclgugdenl. Luego
de 48 h de seleccidn, se cosechan las células que perieamewivas luego de la seleccidon
(resistentes a puromicinay se procesan para purificar el ARN. Sobre este ARN, se realiza la

retrotranscripcion (RT) a ADN copia (ADNgusda de PCR cuantitativa (QPCR).
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En laFiguraR 8B se muestran los niveles de ARNm de Nanog relativos al control basal y
normalizados por la expresion del geousekeepingsapdh.A priori estos resultados indican que la

presencia de ninguna de las distintas variantes de AKT1 modificaria los niveles de ARNm de Nanog

endogeno.
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Figura R. 8. Efecto de las diferentes variantes de AKT1 sobre los niveles de ARNm de Nanog. A) Abordaje
experimental para la obtencion de ARNm de células transfectadas. B) Andlisis de expresion génica de Nanog
mediante RT-gPCR en células transfectadas con las distintas variantes indicadas de AKT1. Los resultados fueron
normalizados utilizando GAPDH como gen housekeeping, relativizados al basal y se muestran como la media +
EE de al menos tres experimentos independientes. No se detectaron diferencias significativas (p <0.05).

En primera instancia, nos sorprendié no haber obtenido el mismo efecto observado en el
comportamiento de la actividad del promotor en el sistema reportero, en el cual las variantes
SUMOilables de AKT produjeron una induccion en esta actividad. Sin embs@galla de la
posibilidad de que la SUMOQilacion de AKT1 no tenga absolutamente ningun efecto sobre los niveles
de ARNm de Nanog, también pueden existir diversas causas por las cuales no hayamos podido
detectar esos efectos en este abordaje experimer&lbien, hemos realizamos los controles de
seleccidn correspondientes y tomado todos los recaudos posibles en este tipo de ensayo, existe la
posibilidad de que, por ejemplo, exista un efecto, aunque sea marginal, sobre los niveles de ARNm,
pero que sumada la baja cantidad de células transfectadas, éste se diluya como consecuencia de la
presencia de células sin transfectar remanentge hayan resistido a la seleccion de 48 h con
puromicina A esta altura podriamos complejizaablordaje experimental, enn intento de mejorar
la deteccion del efecto de las variantes de AKT1 sobre los niveles de este ARNm en células
transfectadas, generando nuevos vectores y/o lineas estables (que discutimos mas adelante), pero
antes de enfocarnos en lo que podria ser un gn este proyecto, decidimos continuar estudiando el
efecto sobre la expresion de Nanog con otras herramientas dispomjbiegsos permitan estudiar la
regulacion a diferentes niveles, especificament®, posible efecto sobrda estabilidad y/o
traducikilidad del ARNm de Nanodog niveles de su proteina. Mas adelante, una vez estudiados estos

efectos, recapitularemos este tema.
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3.1.1.2.Andlisis del dectod e A KT 1 s o b deeARBrh deNanoglr R

Los microARBI(MIARNs) son ARNSs pequefios, no codificantes, de aproximadamente 19 a 24
nucleétidos de longitud que regulan la expresion génica a nivel-tposicripcional [188].
Especificamente, como reguladores enddgenos de la expresion génica, ABdsninducen la
represion de la traduccion o la degradacion del transcripto al unirse a los sitios complementarios en
la region 3no traducida (3UTR) de sus genes objetiM@8]. Debido a que los IARN son capaces
de regular una multiplicidad de genes blanco, impactan en una gran variedad de procesos y vias
celulares. Por ejemplo, se han demostrado que lo&RM son criticos para el desarrollo, la
proliferacion y muerte celular, el modelado del sistema nervioso e incluso en el mantenimiento de la
pluripotencia[189]¢[191]. Ademas, se ha demostrado que losARN juegan un papel mucho mas
amplio en la regulacion de las funciones celulares; la desregulacion de la expresi@Rié podria
conducir a una variedad de patologias, especialmente el cancer. En este sentidd\Rdé mieden

funcionar como oncogenes o supresores de tum@ie].

Se ha demostrado que existenAlRtN, como los miRL28, miR126 y miRL49, que actian como
supresores de tumores, que regulan varios gees=ncialegparala pluripotencia particularmente,
Nanog, Oct4 y So0%293], [194] asimismogstos FTsegulandiferentesclustersde miARNstambién
importantes en el mantenimiento de la pluripotencia en CNIg5]. Especificamente, respecto a la
regulacion deNanog existen miARNs que regulan su expredi@nto de maneradirecta como
indirectamente, yse proponeque esto inclusgodriamodular procesos tumorald82], [196] Por
ejemplo, el miRL34 actia como regulador de los niveles de Nanog tanto en CME dg8atdoomo
en lineas tumoralefl97]. Ademas, el m#z214, un conocidmiARNoncogénico, regula positivamente
la expresion de Nanog, produciendo un aumento de esf8 HTAsimismo, se ha descubierto un gran
namero de MARN que modulan la via PI3K/AK®8], actuando tanto rio arriba como rio abajo de

AKT, y que en ultima instancia impactan en la funcion de esta qUite&ja

Para estudiar la posibilidad de que AKT regule el ARNm de Nanog mediante algun etbrhento
0 Q lyatse&mediante MRN u otros factoresutilizamos el sistema pMIREPORT. Este es un
sistema reportero que consiste en un vector de expresion de la enzima luciferasa, dirigida por el
promotor CMV, pero que tiene la particularid®&S O2y 0 Sy SNJ dzy aAGA2 RS Of 2
ADNcdel genNBLIZ NI SNR ST jdzS LISNXYAGS St SaddRAz RS NB3
transcriptos que podrian afectar éstabilidad y traducibilidad, y que en este reportero impactan en
los niveles de actividad luciferas@.bien este sistemdue concebido par&l estudiodel efecto de
miARNsgsun reporterodel efectode miARNY otros potencialesfactores regulatoriogjue actien
a20NB St o QtantoénadulénBola ledtaifilRiatl HEARNm como sutasa de traduccionLa
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NBEIAsy o0Q! ¢w R $uk aidladabyClonRda enbel pfEEPORTdando lugar apMIR
REPORD | y 2 3 dFRigbrdRWA). La construccion, y validacion de este vector estuvo a cargo del Dr.

Ariel Waisman, quien gentilmente nos la proporcioné para realizar estos analisis.

Para este ensayo utilizamos un abordaje experimental siniptgi@R 9B), que consistié en
cotransfectar las distintas variantes de AKT1 junto con el vector reporteroREFORB | Y2 30 Q] ¢ w
y realizar la medicién deciferasa y proteinas totales correspondient& como fue realizado en las
secciones anterioredos resultados de este ensayo se muestran expresados coaxiivédad de
luciferasa relativa a los niveles del basal, que es como en todos los casos, la condicion transfectada
con el vector vacioEn primer lugar, realizamos un verificacion sencilla e informativa de la sensibilidad
del reportero en nuestro sistema, que consistié6 en analizar los niveles basales de actividad de
luciferasa en condiciones normales de cultivo de CME (nuedinpletoconteniendo LIF y el coctel 2i,

LIF/2i) y en condiciones que promueven la salida del estado pluripateifite(medio sin LF ni 2i por

48 h,-LIF/2j FiguraR 9C).Elegimos estas condiciones para comprobar la validez del reportero porque
en la salida del estado pluripotentaive se expresamiARNgentre ellos, emiR134), que regulan
negativamentela expresién deNanogy otros genes importantes patda pluripotencia mediante
reconocimiento de sus secuencias consensd én  NJ 3 A 5 y's ABNNIléneoe Rifibierddzu
traduccion[200]. Este es uno de los mecanisnmesentes en CME que promueven una salida rapida
del estado pluripotenteComo se muestran laFiguraR 9C, al analizar la actividad del reportero del
0Q! ¢w RS bl y2uB& disRioudid NP la Yag@ididad de luciferasa en condiciones de
diferenciaciorrespecto al control en presencia de LIFER2ido que estos resultados son consistentes
con el efecto reportado de PARMN que sénducen al inicio de la diferenciacion, validando el reportero

utilizado, estudiamos el efecto de las variantes de AKT1.

Como se muestra en EiguraR 9D, observamos que las variantes SUMOilables AKT1 wty E17K,
gue anteriormente habiamos encontrado que inducian la actividad del promotor de Nanog, no
presentaron diferencias significativas respecto al basal. Dado que en este sistema reportero estamos
estudk yYR2 St S¥SOG2 gyAolrYSyidS I yA@gSt RS fI NBIAs
promotor de Nanog concluimos que las variantes SUMOilables de AKT1 no tendrian un efecto sobre
elementos regulatorioscontenidos en la regién estudiadgue modulenla estabilidady/o la
traducibilidad deIARNm de NanodPor otro lado, vemos que las contrapartes de estas variantes con
SUMOQilacién disminuida, las AKT1 2KR y AKT1 E17K/2KR produjeron un efecto que inicialmente no
esperabamos: disminuyd la actividddciferasa, sugiriendo que disminuye la cantidad o la
traducibilidad deARNmMRS SaGS @SOG2NE AYRAOFIYR2 dzyl NB3IdzZ I O

Nanog.
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Figura R. 9. Efecto de la SUMOilacion de AKT1 sobrelar e gi - n d&l6ABN iRensajero de Nanog. A)

Esquema del vector pMIRRREPORT conteniendo | a regi - n 30 redondeidacherl ARN
mMiARNs regulatorios (ejemplificados en la figura). B) Esquema experimental del disefio experimental. C)
Comparacion de laacti vi dad | uci fer asa deeNanog enpconditionas ae allevdb de36 UTR

mantenimiento del estado de pluripotencia naive (+LIF/2i) y a la salida de este (cultivo en -LIF/2i por 48 h). D)
Efecto de las variantes de AKT1 wt, 2KR, E17K, E17K/2KR y el vector vacio (basal) en condiciones de cultivo de
rutina con LIF/2i. En todos los casos la actividad de luciferasa se relativizé al basal (+LIF/2i) y los resultados se
muestran como la media + EE de al menos tres experimentos independientes. El simbolo sobre las barras indica
diferencias significativas (*) o no (NS) de las variantes de AKT1 con su basal correspondiente, mientras que #
indica diferencias significativas entre los pares de variantes indicados (p <0.05).

Poniendo en contexto estos resultados con los obtenidos al estudiar el reportero del promotor
de Nanog podriamos especular que las variantes SUMOilables de AKT1 en primer lugar inducirian la
actividad del promotor de Nanog, posiblemente aumentando los niveles del ARNm de Nanog y una
vez transcripto, su estabilidad o traducibilidad no cambi&iimembargogspeculamos qusi podrian
tener un efecto en contextos de diferenciacién, debido a la presencia de factores que, como
mencionamaos, se encuentran perges en ese contextoy no en la condiciéon evaluada en este
experimento. Retomaremos mas adelante esta discysiado queevaluaremosesta hipétesis en el
final de la parte I(seccion3.1.1.4.1. Por otro lado, las variantede AKT1con SUMOilabilidad
disminuida, ngarecen teneefecto sobre la actividadel promotor de Nanog, pero podria haber un
efecto sobre la estabilidad o traducibilidad del ARNm, disminuyéndolo. Estos resutha@nosno
son compatibles con los resultados obtenidos en la cuantificacion de los niveles de ARNm de Nanog,
por lo que especulamos que efectivamente, debe haber habido células no transfectadas remanentes
gue no permitieron detectar el efecto de las variantesAd€T sobre el gen endégerdeterminando

gue los resultados ddichosexperimentosno sean confiables

En este punto, nos propusimos confirmar el efecto de las variatgeSKTXn la expresion de

este gen, que en Ultima instancia, dos niveles proteicode Nanog
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3.1.1.3AKT1, de manera dependiente de su SUMOilacién, produce un

aumento de los niveles di& proteina NANOG

Los resultados presentados hastste puntomuestran que la SUMOilacion de AKTL1 tiene un rol
clave en el efecto inductor de esta quinasa sobre la actividad del promotdadeg aunque hasta
este momento no hemos mostrado resultados que indiquen que el efecto observado sobre el vector
reportero sea un reflejo de lo que sucede a nivel endégeno. En este contexto nos propusimos evaluar
el efecto de las variantes de AKT1 sobre delpcto final de este gen: el FT NANOG. Para esto
utilizamos el abordaje pres¢éado en laFigura R10. En este ensayo transfectamos las células con las
distintas variantes de AKT1 y posteriormente visualizamos las proteinas de interés mediante
inmunofluorescencia (IF). Esta técnica nos permite detectar y cuantifis@roteinasde interés
dentro de las células utilizando anticuerpos especificos y visualizdndolos mediante microscopia de
fluorescencia. En este caso, dado que todas las variantes transfectadas de AKT1 se encuentran
fusionadas al tag H&pmo ya mencionamoss posible identificar las células transfectadas mediante
la marcacién con un anticuerpo especifico contra este tag. De esta manera, mediante el uso de otro
anticuerpo que reconocespecifiamente la proteina NANOG, presente en toda la poblacion d&,CM

podemos comparar sus niveles en células transfectadas y células sin transfectar dentro de un mismo

campo.
Anticverpo 2
Anticuerpo 2°
“74 + LIF/Zi Vanante Anticuerpo 1°
(indiferenciadas) \ de Akt1 R ’)(
ovedo ,(.m..,o v
SNNANOG
\Qﬂ \_)v
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Transfeccién Fijacion
4
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Figura R. 10. Cuantificacion de la proteina enddgena de Nanog: esquema experimental.

En laFiguraR 11A se muestran imagenes representativas de células transfectadas con las
diferentes variantes de AKDlconel vector vacio. En la primera fila y en color cian se observan los
ndcleos marcados con DAPI. En la segunda fila, en color rojo, se observan las células positivas para la
marca de HA, que expresan las distintas variante&KRL y en la tercera fila, garde, se observa la
sefial de NANOG. En la ultima fila, las células transfectadas y las no transfectadas fueron delineadas
en rojo y amarillo respectivamente, para una mejor identificacion. Como se observa en la columna del
control, todas las célulaaxpresan Nanog de manera mas o menos homogénea en estas condiciones

de cultivo evidenciado por niveles similares de NANCEh cambio, cuando las células son
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transfectadas con AKT1 wt, en aquellas células positivas para el tag HA, observamos un aumento
considerable en la cantidad de proteina endégena de Nanog. Este aumento no se observo en aquellas
células transfectadas con su contraparte con SUMOilabilidadmigda, la AKT1 2KR. Con respecto a

la variante oncogénica AKT1 E17K, detectamos un aumento en la sefial de la proteina de Nanog en
aquellas células transfectadas comparadas con la no transfectadas, similar a lo observado con la AKT1
wt. Por otro lado, lavariante con SUMOilacion disminuida que porta esta misma mutacion, la AKT1
E17K/2KR, tal como sucedi6 anteriormente con la AKT1 2KR, no se abrsaurgento eros niveles

de NANOG respecto a las células sin transfe®asteriormente, realizamos un analisis cuantitativo

de estas observaciones, determinando la intensidad de fluorescencia de la sehEANIBGY
comparando las células transfectadas con las células sin transfectar dentro del mismo campo visual
para cada variante de AKTHiduraR 11B). En esta cuantificacion observamos que la sefial de NANOG
con las variantes SUMOilables AKT1 wty AKT1 E17K es significativamente mayor comparada tanto con
las células sin transfectar como con sus contrapartes de SUMOildisitdmuidaAKT1 2KR y AKT1
E17K/2KR. A su vez, con estas Ultimas variantes, los niveles de NANOG no son significativamente
distintos a los de las células sin transfect@esulta interesante destacar qu@ encontramos
diferencias significativas entre los niveles de NANOG de las células transfectadas con las variantes
AKT1 wt y con AKT1 E17K, como si las habiamos encontrado cuando evaluamos el efecto sobre la
actividad del promotor de este FSi bien la actividad del promotor puede ser mas alta, podrieatiex

otros mecanismos regulatorios que compensan la cantidad final de proteina, como discutiremos mas

adelante.
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Figura R. 11. AKT1 de manera dependiente de su SUMOilacién produce un aumento en los niveles de la
proteina endégena de Nanog. A) Imagenes representativas de IF en microscopia widefield de células W4
transfectadas con las distintas variantes de HA-AKT1. Se visualizo la fluorescencia de los nicleos con DAPI (en
cian), de las células transfectadas mediante el tag HA (en rojo) y de la proteina de NANOG mediante anticuerpo
especifico (en verde). En la fila inferior, se marcaron células representativas de la poblacién transfectada (linea
roja) y sin transfectar (linea amarilla). B) Andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia. Los graficos
representan la intensidad media de fluorescencia de la sefial proteina NANOG en células transfectadas con las
distintas variantes de AKT1, relativizado a la intensidad media de las células sin transfectar del mismo campo +
EE para cada condicion. El simbolo sobre las barras indica diferencias significativas (*) o no (NS) de las células
transfectadas de las variantes de AKT1 comparadas con las células no transfectadas correspondientes, mientras
que # indica diferenci as signi ficativas entre | os pares de variantes
Adaptado de Francia, et al [174].

En resumen, el aumento de los niveles de proteina endégena de Nanog producido por las
variantes SUMOilables y la falta de efecto de las variantes con SUMOitap&gtida revelan tanto

la importancia como el requerimiento de la SUMOilacion de AKT1 para la induccién de los niveles de

la proteina de Nanog

A su vez, estos resultados son consistentes con los mostrados en secciones anteriores, los cuales
sugieren que la SUMOilacién de AKT1 es requerida para inducir la actividad del promotor de Nanog.
Si bien a esta altura del trabajo no encontramos un paratetolos niveles deARNmde este gen

creemos que puede existir un efecto inductor sobre ésteualno pudimos detectar con el abordaje
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utilizado. Una vesintetizadlo este ARNm, la SUMOilabilidad de AKT1 parece ser importante para
mantener su estabilidad o traducibilidad, que en ultima instancia repercute envekes enddégenos

del producto final de este gen: la proteinANOG Ademas, el conjunto de estos resultados indica
gue existe un correlato entre lo que sucede con el reportero de la actividad del promotor de Nanog y

los niveles de la proteina endégena de este TF.

3.1.1.4El efecto de AKT1 sobre Nanog es dependiente debntexto celular

¢ B especifia de CMPainduccion de laxpresion de Nanogor AKT1 o tambiéacurre en otros

contextos celulares?

A partir de los resultados anteriores, decidimos estutdi dependencia del contexto celular del
efecto de AKT1 en el promotor de Nanog, con el objetivo de comenzar a investigar posibles
mediadores de este efecte intentar dilucidaren ultima instancia el mecanismo molecular
subyacenteHipotetizamogjue esta induccidéncurre también erotros contextospluripotentesy que
es un efecto exclusivo de células pluripotentes y no generalizado. Para evaluar esta hipétesis,
comenzamos estudiandel efecto de lasvariantes de AKT1 codiferente SUMOilabilidad en la
actividad del promotor de Nanog en otro modelo pluripotente, para luego analizar también el efecto

en contextos de células diferencias.

Como se mencion6 anteriormenttas células madre pluripotentes inducidas (CMPI) son células
madre pluripotentes reprogramadas, derivadas de células terminalmente diferenciadas. En general,
las CMPI son derivadas de fibroblastos debidifacilidad de obtencién de este tipo de celular en un
organismo adulto, comparado con otros tipos celulares. El patron de expresién génica y propiedades
generales de las CMPI son similares a las CME. En nuestro laboratorio, previamente fueron generada
de manera exitosdineas de CMPI de ratn a partir de cultivos primarios de fibroblastos embrionarios
[201]. En especial, dada su caracteristica de @&stBs expresan Nanog, y su promotor endégeno esta
asociado con marcas epigenéticas activas, en contraposicion a los mencionados fibroblastds (MEF)
los que provienen Utilizando Ila plataforma de mineria de datosdatamining

| en donde se encuentran precargados un gran nimero de conjuntos
de datos derivados de experimentos del tipo 6micos, realizamos un andlisis de comparacién entre
estostipos deCMP de ratén y MEF para mostrar el contraste en la diferencia de expresion de este FT
en el que estamos haciendo foco en estos contextos. Como se observiiguriaR 12, el panel
superior muestra el resultado del analisis de expresion de Nanog, tanto por protedémica
(espectrometria de masa) como por transcriptomica (RE#) de estos tres tipos celulares

mencionados. Por otro lado, en el panel inferior se compara la poesele marcas de histonas
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correspondientes a regiones promotoras activas (Seidp de H3K4me3) y marcas de promotores
inactivos (ChiBeq de H3K27me3) y metilacion de ADN (deteccionm€5nediante tratamiento con
bisulfito seguido de secuenciacion), todos sobre la regién proraalerNanog. En conjunto, ambos
andlisisson consistentes con que Nanog se expresa promotorestaactivo en el contexto celular
de CMP, en contraste con las células MiBRde su expresion no detectable y su promotor esta

asociado a marcas represivas
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Figura R. 12. Expresion de Nanog y marcas epigenéticas en su promotor en CME, CMPIl y MEF. Se utilizé la
plataforma de datamining Stemformatics para realizar el andlisis a partir de datos disponibles publicamente [202],
[203]. En el panel superior se muestran datos de expresion de LC-MS (proteina) y RNA-seq (ARNm). En el panel
inferior se muestra el estado de las marcas epigenéticas dentro de la region promotora de Nanog de datos de
ChIP-seq de marcas de histonas (H3K4me3 y H3K27me3, asociadas a promotores activos y marcas represivas,
respectivamente) y de metilacion de citosina (asociadas a regiones inactivas) por secuenciacién post Bisulfito. Los
numeros identificadores de cada set de datos publicos se encuentran indicados en la figura. Adaptado de Francia
et al. [204].

Luego de este andlisis bioinformatico, evaluamos la actividad del reportero en Cofifd. se
muestra en laFiguraR 13A, cotransfectamos una linea de CMPI previamente generada en nuestro
laboratorio con el Nanog5P reporter, junto con las diferentes variantes de AKT1 previamente
utilizadas o el vector vacio. @o esperdbamos y de maneransistente con lo obtenido en CME, las
CMPI transfectadas con las variantes SUMOilables wt AKT1 y E17K AKT1 mostraron una mayor
actividad del reportero de Nanog, mientras quieguna de lasnutantes deficientes en SUMOilacion,

AKT1 2KR y E17K/2KRptafecto FiguraR 13B, barras solidas). Ademas, altansfectar la mutante
UBC9 (C93S) que interfiere con la via de conjugacion a SUMO, el efecto inductor de las variantes

SUMOilables se vio afectadéguraR 13B, barras punteadas). En conjunto, estos resultados en CMPI,
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junto con los obtenidos previamente en células CME, demuestran la dependencia de SUMOilacién de

AKT1 para la induccion del promotor de Nanoglescontextos diferentesle célulagpluripotentes.

A ~ B CMPI
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Figura R. 13. La SUMOQilacién de AKT1 induce la actividad del promotor de Nanog en CMPI. A) Esquema
experimental. B) Efecto sobre el promotor de Nanog de las variantes de AKT1 wt, 2KR, E17Ky E17K/2KR y el
vector vacio (basal) en presencia (+) o ausencia (-) de la UBC9(C93S). En todos los casos los resultados se
relativizaron al basal de la condicién correspondiente (linea punteada) y se muestran como la media de la actividad
de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes. El asterisco (*) sobre
las barras indica diferencias significativas de las variantes de AKT1 con su basal correspondiente (linea punteada),
mientras que el simbolo de numero (#) sobre dos barras denota diferencias significativas entre la misma variante
de AKT1 +/- UBC9(C93S) (p <0.05). Adaptado de Francia et al. [204].

A partir de los efectos dependientes de la SUMOilacién de AKT1 sobre la expresion de Nanog En
CMP, decidimos estudiar si este efecto sobre Nanog ocurre en cualquier contexto o si depende de un
mecanismo molecular especifico presente en CM&usente en células diferenciadas. Para esto,
evaluamos el efecto de las distintas variantes de AKT1 en diferentes contextos celulares. Empezamos
estudiando el efecto sobre la actividad del promotor de Nanog en la linea de MEF, NIH/3T3. Estas
células, si bien derivan dm contexto embrionario, socélulascon un alto grado diferenciacién y han
sido utilizadas de rutina en nuestro laboratorio como sistema heterdtpgono expresdos FTsle
pluripotencia[205]¢[207]. Si el efecto encontrado fuese exclusivo de células pluripotemesste
sistema espenmdamosno observar el efecto de AKT1 sobre Nanog anteriormente visto en CME. En la
FiguraR 14A, confirmamos la ausencia d&ANOGen MEF mediante IF, contrastado con CME donde
si se observa su presenci@mo controlrealizamos una transfeccion con un vector que codifica
proteina de fusion NaneGFP en MEF, la sefial positiva deANOGsolo aparece enas células
transfectadas comlicho vector (panel derecha)En laFiguraR 14B se encuentra esquematizado el
abordaje experimental, para el cual realizamos wotransfeccion de lasMEF con laglistintas
variantes de AKT1 o el vector vacio junto con el Nanog5P reporter para posteriormente realizar la
medicion de la actividad de luciferagdaomo se muestra ela FiguraR 14C en este contexto de
células diferenciadasbservamos una respuesta muy diferente a la que habiamos encontrado en CME.
No sélo no observamos induccidel reporteropor las variantes SUMOilables, sino que, ademas,

sorprendentemente todas las variantes de AKT reprimieron la actividad del promotor de Nanog

70



respecto a basal, sin diferencias entredasantes deAKT SUMOilablesaguellascon SUMOilabilidad

disminuida.
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Figura R. 14. Efecto de AKT1 sobre el promotor de Nanog en la linea NIH/3T3. A) Imagenes representativas
de inmunofluorescencia en microscopia widefield de células W4 (CME) comparadas con NIH/3T3 (MEF). En el
panel izquierdo se visualizé la fluorescencia de los ndcleos con DAPI (en cian) y de la proteina de NANOG
mediante anticuerpo especifico (en rojo). En el panel derecho, se muestran células NIH/3T3 transfectadas con un
vector de expresion de la proteina de fusion NANOG-GFP (verde) y analizadas mediante IF como en el panel
izquierdo. Barra de escala = 20 um. B) Esquema experimental de los ensayos de luciferasa empleados, utilizando
el reportero de actividad del promotor de Nanog, Nanog5P reporter. C) Efecto sobre el promotor de Nanog de las
variantes de AKT1 wt, 2KR, E17K, E17K/2KR y el vector vacio (basal). En todos los casos los resultados se
relativizaron al basal y se muestran como la media de la actividad de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de
al menos tres experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (p <0.05) entre
variantes. Adaptado de Francia, et al [174].

Como mencionamos, estos resultados indican que el efecto inductor sobre la expresion de Nanog
observado en CME seria consecuencia de la existencia de un mecanismo molecular esie¢cifico
contexto pluripotente,0 al menos ausente en ME#h el cual AKT interviene activamente, y es poco
probable que sea parte de una respuesta general o inespecifica de la sobreexpresion de esta quinasa
Ademas, indican que la mera expresion de AKT no es suficiente para poner en marcha las vias
necesariaspara inducir la expreion de este FT de pluripotencia en MEF, donde como ya

mencionamaos, éste no se expresa.

Estos resultados que revelaron una respuesta tan diferente y marcada entre una linea celular
diferenciada y las CM#s llevaron a indagar otros escenariBara responder el interrogante si AKT1
es capaz de modificar la expresion de este TF en esos contextos celulares o si el mecanismo detras se
encuentra restringido a contextos pluripotentes, decidimos ampliar la evaluacién anterior a otros
contextos celulags diferentesgstudiando este efecto en dos lineas celulares adicionales: utilizamos

la linea callar derivada de rifibn embrionario humano HEK 293T y la linea derivada de osteosarcoma
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humano U2 Os. En l&igura R15A, se observa que tanto la linea HEK 293T come2I®&} no poseen
marcacion de MNOGpositiva, confirmando la ausencia esperadaedta proteinaen las HEKde
acuerdo a lo reportad¢208], [209] sin embargo, contrariamente a lo esperado de acuerdo a la
bibliografia[210], tampoco detectamos NANOG ks U2 Os En ambas lineas, la marca positiva para
NANOGsolo aparece en células transfectadas con el vector N&fegtransfeccion que realizamos

como control de la IF en estas células

Para evaluar el efecto de la SUMOilacion de AKT1 sobre la actividad del promotor de Nanog en
estas lineas utilizamos elismoesquema experimentagraficado en ldriguraR 15B. En l&iguraR
15C, se muestran los resultados obtenidos en la lineaQ$ donde observamos una respuesta
diferente a la obtenida en CME: nuevamente, todas las variantes del Ag¢primieron
significativamente la actividad del promotor de Nanog con respecto al basal. Esto es similar a lo
obtenido anteriormente en la linea NIH/3T3, indicando reeste contexto tumoral, AKT1 no ejerce

el mismo efectagque en CMRobre la actividad de su promotor.
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Figura R. 15. Efecto de la SUMOilacién de AKT1 en las lineas celulares HEK 293T y U-2 Os. A) Imagenes
representativas de IF en microscopia widefield de células U-2 Os y HEK 293T transfectadas con un vector de
expresion de la proteina de fusion NANOG-GFP (verde). Se visualizé la fluorescencia de los nucleos con DAPI
(en cian) y de la proteina de NANOG mediante anticuerpo especifico (en rojo). Barra de escala = 20 pum. B)
Esquema experimental de los ensayos de luciferasa empleados. C-D) Efecto sobre el promotor de Nanog de las
variantes de AKT1 wt, 2KR, E17K, E17K/2KR y el vector vacio (basal) en las lineas celulares indicadas. En todos
los casos los resultados se relativizaron al basal y se muestran como la media de la actividad de luciferasa relativa
+ Error Estdndar (EE) de al menos tres experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p <0.05) entre variantes. Adaptado de Francia et al. [204].

Por otro lado, en ld&iguraR 15D se muestran los resultados obtenidos en la linea HEK 293T.
Sorprendentemente obtuvimos un perfil distinto a los obtenidos hasta este momento. Por un lado, la

variante AKT1 wt tuvo un efecto represor sobre la actividad de este promotor, tal como observamo
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en las lineas MEF y2JOs Sin embargo, la version AKT1 2KR no produjo ningun efecto sobre el
reportero. A su vez, la variante hiperactiva AKT1 E17K también reprimio a este promotor, mientras
que su contraparte con SUMOilacion disminuida, AKT1 E17K/2KR, perdi6 parcialmentectste ef
represor. En resumen, sorprendentementn la linea HEK, las variantes SUMOilables de AKT1
disminuyeron significativamente la actividad del promotor de Nanog, mientras que esta represion se
perdié parcial o totalmente al pderse su capacidad de ser SUMOiladas, sugiriendo una dependencia,

de manera inversa, de esta MPT en este contexto celular, al igual que lo que ocurre en CME.

Estos resultados nos resultaron sumamente interesantes dado que AKT1 mostré tener efectos
diferentes sobre el reportero de manera dependiente del contexto, dado que en unos casos indujo y
en otros reprimié y ademas, en algunos casos parece depender 4M®ifacion, mientras que en
otros pareceserindependientede esta MPTESsto nos llevo a estudiar en mayor profundidad el dltimo
caso, en el que los resultados sugirieron dependencia de la SUMOQilacién, al igual que en CME, pero
con un efecto contrario, edecir, represion en lugar de induccion. Para confirmar la dependencia de
la SUMOilacion del efecto represor de AKT sobre el vector reportero en la linea HEK 293Mosvalua
su actividad en presencia de las variantes SUMOilables de AKT1, pero interfiriendo con el proceso de
SUMOilacién mediante transfeccion de la dominante negativa de UBC9 usada anteriormente.
Asimismo, dada la particularidad del resultado de las variantesatidvas y SUMOilables, decidimos
incluir en este ensayo la variante AKT1 MYR paeduar si producia el mismo efecto represor y
dependiente de la SUMOilacié@mo fue mencionado anteriormente, la AKT1 MYR es una variante
constitutivamente activa gue posee una mutacion no relacionada con el resto de las variantes de AKT1
usadas en este trabajo, que promueve su hiperactivacién a partir de su translocacion ablleammem
En laFiguraR 16, se muestran los resultados de este ensayo. En primer lugar, observamos que tanto
para la AKT1 wt como para la E17K, el efecto represor se pierde al interferir con el proceso de
SUMOQilacién en presencia de la UBC9(C93S), evidenciado por los nivelagidi@dagde! promotor
similares a los niveles del basal en cada caso (linea de puntos). Por otra parte, AKT1 MYR reprimié la
actividad del promotor de Nanog, de manera similar a las otras AKT SUMOilables. Asimismo,
observamos que este efecto se perdio enganecia de la UBC9(C93S), confirmando que el efecto sobre
el promotor de Nanog en este sisteras opuesto, pero notablemente, tambi@s dependiente de la
SUMOilacion de AKTL1.
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Figura R. 16. Consecuencias de la dominante negativa de UBC9 sobre el efecto de AKT1 en la linea HEK
293T. Efecto de las variantes de AKT1 wt, E17K y MYR sobre la actividad del promotor de Nanog en presencia
(+) o ausencia (-) de la variante dominante negativa de la enzima conjugadora a SUMO UBC9, la UBC9(C93S).
En todos los casos los resultados se relativizaron al basal de la condicién correspondiente y se muestran como la
media de la actividad de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes.
El simbolo sobre las barras indica diferencias significativas (*) o no (NS) de las variantes de AKT1 con su basal
correspondiente (linea punteada), mientras que el simbolo sobre dos barras denota diferencias significativas (#) o
no (NS) entre la misma variante de AKT1 +/- UBC9(C93S) (p <0.05).

En conclusion, integrando los resultados obtenidos en las disfiimaas celulares, concluimos
gue el efecto inductor de Nanog ejercido por AKT1 en CME no es una respuesta universal consecuencia
de la sobreexpresion de esta quinasa, sino que depelaiieontexto celular evaluado. Podriamos
especular que la induccion observada es especifica al menos dentro del contexto pluripotente y que
la existencia de mecanismos moleculares distintos en cada uno de los contextos evaluados tienen un
rol clave en eéfedo de AKT1 sobre la expresion génica y de su dependencia de la SUMOilacion. Mas
aun, haber encontrado contextos en los que el efecto de AKT1 no dependa de la SUMOilacién, sugiere
fuertemente que la dependencia de esta MPT no es Unicamasnieecuencia de diferentes niveles
de actividad de la quinasa, sino que podria involucrar otro mecanismo, muy probablemente diferente
capacidad de interaccién con otros factores regulatorios. Por estos motivos, como detallamos en la
siguiente seccion, datimos evaluar uncontexto celular con diferentes caracteristicas que los
anteriores. Especificamente, nos parecio relevante estudiar que pasaba en un escenario que posee
parte de la maquinaria de pluripotencia activa, pero con expresion de Nanog reprimida respecto a las

CME e CMPLI.

3.1.1.4.7AKT1 induce el promotor de Nanog también ala salida de la

pluripotencia naive

Hasta ahora hemos determinado que la induccién del promotor de Nanog por AKT de manera
dependiente de su SUMOilacion se produce en dos modelos diferentes de CMP que expresan Nanog,

y no asi en lineas celulares diferenciadas que no expresan este TF.d2oragshes, decidimos
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indagar un poco més en el contraste que hallamos entre células pluripotentes y células diferenciadas.
Siguiendo con nuestra hipotesis que esta induccion ocurre en el contexto pluripotente pero no asi en
células diferenciadas, decidimos evaluar la respudstgpromotor de Nanog en otro contexto que
podria proporcionar algunas pistas sobre el mecanismo detrds de este proceso; CME en una etapa
temprana de diferenciacion. Como mencionamos previamente, el medio de cultivo de mantenimiento
de CMP, en el que reahmos los ensayos mostrados hasta ahora, contiene la citoquina LIF en conjunto
con los inhibidores "2i", los cuales mantienen las CMP en estado naive. Por el contrario, el cultivo de
estas células en ausencia de estas moléculas desencadena la salidatatdlel pluripotente
promoviendo la diferenciacién. En este proceso, los niveles de expresion l€sttes pluripotencia
disminuye de manera diferente; mientras que la expresion de NANOG disminuye rapidamente luego
de pocas horas, los niveles de OCT4 y $@disten durante un tiempo mas largo como veremos a
continuacién. Durante las primeras 48 horas de la induccion de diferenciacion por ausencia de LIF/2i
(cambio de medio de propagacién estandar conteniendo LIF y 2i por medio de cultivo sin estas
molécula), se desencadenan en las células procesos que conducen a cambios morfolégicos claros; las
células dejan de crecer en colonias compactas en tres dimensiones con bordes refringentes
comenzando a propagarse en dos dimensiones y amistese entre si, adé@ndo una morfologia un

poco mas ahusada-igura R17A). Asimismo, luego de este periodo NANOG es casi indetectable
(Figura R17B) mientras que OCT4 y SOX2 todavia son detect&itesd R18) [106], [115]

LIF/2i
- —

Figura R. 17. Cambios en CME al inicio de la diferenciacion. Imagenes representativas de microscopia de
CME cultivadas con (+) LIF/2i o inducidas a diferenciarse por tratamiento sin (-) LIF/2i durante 48 h. A) Imagenes
de microscopia de contraste de fase donde se evidencian los cambios morfoldgicos. Barra de escala: 100 um. B)
Imagenes de microscopia de fluorescencia widefield. Los nicleos se tifieron con DAPI (cian) y la presencia de
NANOG fue revelada por IF mediante anticuerpo especifico (rojo). Barra de escala: 20 um. Adaptado de Francia
et al. [204].
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Figura R. 18. Expresion de OCT4 y SOX2 en el estado indiferenciado y en diferenciacién temprano.
Imagenes representativas de IF de OCT4 y SOX2 en CME cultivadas con (+) LIF/2i o inducidas a diferenciarse
por tratamiento sin LIF/2i (-) por diferentes tiempos, hasta 48 h y su cuantificacién. Barra de escala: 100 pm.
Adaptado de Verneri et al [106].
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Para estudiar el efecto de AKT1 en el promotor de Nanogletontexto deesta ventana
temporal, analizamos la actividad del reportdteegode 48 horas de induccién de diferenciacion por
retiro de LIF y 2H(IF/2i) como esquematizado en KiguraR 19A. Comoesperabamogsla actividad
basal de la luciferasa fue menor en las cél@asel proceso de diferenciacior.[F/2i)que en las
cultivadas en condiciones estandaiLIF/2iYFiguraR 19B). Sorprendentemente, al evaluar el efecto
de las variantes de AKT1 en el promotor de Nanog, encontramos el mismo perfil obtenido en el
contexto de pluripotencia naive, es decir, aguellas variantes que pueden ser SUMOiladas aducen
actividad del promotor de Nanog mientras que las variantes de AKT1 con conjugac®dMO
disminuidano tuvieron ningun efectoRiguraR 19C). Estos resultados evidencian un mecanismo
conservado en las célulgsuripotentesincluso en etapas tempranas de la diferenciacion, cuando

Nanog ya esta disminuyendo, pero otros TF de pluripotemnoidros factoresalin estan presentes.
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Figura R. 19. Efecto de las mutantes de AKT1 el promotor de Nanog en CME cultivadas durante 48 h sin
LIF/2i. A) Esquema experimental de los ensayos de luciferasa. B) Niveles basales de actividad del reportero del
promotor de Nanog en CME cultivadas con y sin LIF2i durante 48 h. C) Efecto sobre el promotor de Nanog de las
variantes de AKT1 wt, 2KR, E17K, E17K/2KR y el vector vacio (basal) en CME cultivadas sin LIF2i durante 48 h.
En todos los casos los resultados se muestran como la media de la actividad de luciferasa relativa + Error Estandar
(EE) de al menos tres experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (p <0.05)
entre condiciones. Adaptado de Francia et al. [204].
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A partir de logesultados obtenidos en este contexto de diferenciacdomdeconcluimogjue el
efecto de AKT1 sobre el promotde Nanog es detectable incluso a la salida de la pluripotencia naive,
decidimos evaluar el efecto de las variantes de AK216 NE St NBLRZ2 NISNR RSt o0Q|
condiciones En laFiguraR 9 habiamosmostrado el efecto de estas variantes en el estado
pluripotente, en la cuaho habiamos obtenido uperfil consistette con los efectos obtenidos a nivel
promotor y proteina. Especulamos que las variantes SUMOilables podrian mateagectoa este
nivel enlascondiciones de cultiven presencia de LIF+2ieropodrianactuar sobre ciertos factores
relacionadoscon la regulacion postranscripcional de Nanog que aparecen en el contexto de
diferenciacionUtilizando el abordaje experimental presentado effriguraR 19A, pero en este caso
usando el reportero pMHREPORB I Y2 30 Q! ¢ w LINB a S éiilligRr 2lel repherSdBlR 2 NI Sy
promotor, analizamos el efecto de las variantes de Ak¥6 NB St o0Q! ¢w RS bl y23
posible efecto sobréa estabilidady/o traducibilidaddel ARNm de Nanogomo mostramogn la
FiguraR 20, observamos que en este contexten el cualsi existen factores que modulan
negativamente la estabilidad del ARNm de este FT, en primer lugar, la sobsi@xule AKT1 wt
parece tener un efecto inductor, compalacon el basal correspondient&s interesante destacar
gue los niveles alcanzados son similares a la condicion basal +LIF/2i con lo que parece lograr un efecto
oprotectoré ante la diferenciacion. Por otro lado, la mutante AKT1 E17K parece promover la
estabilidad o traducibilidad de este ARNyin en mayor medida que AKT1 wt. Estos resultados son
diferentes a los observados en presencia de LIFBidliraR 9D). Por el contrario, ambas variarge
con SUMOilabilidad disminuida, AKT1 2KR y E17K/2KR, parecen tener un efecto negativo sobre esta
NB3IAsy o Q'estagEondicionésl(H/2iSiguraR 20), como ercondicionegle pluripotencia
naive(+LIF/2i,FiguraR 9D. Es decir, estas variantes simulan o inclasentianel efecto negativo
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Figura R. 20. Efecto de las variantes de AKT1 sobre el reportero del 3 6 U T&Nanog en condiciones de
diferenciacion. Efecto de las variantes de AKT1 wt, 2KR, E17K, E17K/2KR y el vector vacio (basal) sobre el
repor t er o dedNarog e éobdiciBnes de cultivo que promueven la salida del estado pluripotente naive (-
LIF/2i), comparada con la condicion basal en cultivo de rutina (+LIF/2i). En todos los casos la actividad de luciferasa
se relativizé al basal (-LIF/2i) y los resultados se muestran como la media + EE de al menos tres experimentos
independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas (p <0.05).
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En conjunto,ntegrando los resultados obtenidos en los distintos contextos celylarelsiyendo
los diferentes contextosle pluripotencia concluimos quedeben exisir diferentes factores que
median distintogmecanismos moleculares en cada uno de los contextos evaludefosiendo,tanto
la naturaleza del efecto de AKTL1 en la regulacion de la exprésiianog, como su dependencia de
la SUMOilacion de esta quina&.bien nuestros resultados indicarian que esta regulacion podria ser
distinta en los diferentes niveles de regulagiélmivel transcripcional sigue siendo uno de los puntos
centrales y es en el que nos enfocamos en este tralR@ lo tanto, a partir € los hallazgos
principales de esta seccién, donde encontramos que AKT1 modula la actividad del promotor de Nanog,
especulamos que debe existir al menos un factor que actda como intermediario en este afesti®
nivel. Por lo tanto, como detallaremos da siguienteparte, a partir de estos indicios, decidimos

evaluar diferentes factores como posibles candidatos que medien esta regulacion.
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3.1.2Parte Il
Analisis de candidatos a mediar la induccion de Nanog por
AKT1

Enla parte | de esteCapitulg detallamoslos experimentos cuyos resultaron nos permitieron
concluir que AKT induce la expresién de Nanog de manera dependiente de su SUM@lacion.
intento por dilucida el mecanismoinvolucrado,todavia desconocidopero con algunos indicios,
hipotetizamos quexisteal menos un factor que actia como intermediario en la conexion esti@
MPTde AKT1 y la regulacide la expresiorgénicade Nanog. En eatparte exploraremos mas a

fondo el mecanismo molecular detras de esta regulacion.

Laexpresion del gen Nanog esta regulada por mdltiples vias de sefializacion que involucran
diferentes FTs [82], [84], [211§[216]. Entre todos los posibles candidatos, ya se@aiuctores o
represores, nos concentramos en aquetioe ademas de ser parte de la regulacion de este geny que
se encuentren en el contexto de pluripotencia, posean algrorexiénreportada, ya sea directa o
indirectaconla via de sefializacion rio abajo de AKipotetizamos que lperturbacion, ya sea en la
actividad o expresiérde un factor crucial para este efeciaterferiria con la inducciénbservada en
el promotor de NanogComo iremos detallandaitilizamos diferentes abordajes experimentales para
interferir con estos candidatos, dependiendo del tipo de factor y herramientas disponibles. En todos
los casos m@alizamos si esta interferencia modifizael efecto en elreportero de Nanog de las
variantes deAKT1ldescrptas anteriormente Como prueba de concepto, en la mayoria de estos
ensayosusamosel Nanog5P reporter junto cda variante wt de AKT1, la cual induce la actividad de
este promotor, y lamutante AKT12KR como control negativo, ya gsa presencia no induce al
reportero e indica que todo el proceso de induccién es dependiente de la SUMOilacion en el contexto
mostrada La Figura R 21 se esquematiza los resultados esperadogn estos abordajes
experimentales. El panel i muestra una situacion control, sin interferir con ninglin mediador especifico,
por lo tanto, el mismo se encontraria activo en nuestro sistema. Por otro lado, al interferir con un
factor que no esta relacionadmn la regulacion de Nanog por AKT1 o al menos no es un mediador
esencial, esperamos obtener resultados similares a lo obtenido en el panel ii (y panel i). Finalmente
en el caso de interferir con un mediadesencial esperamosgue lainducciénde la actividad del
reportero en presencia d&KT1wt disminuya en comparaciéon con la observada en la condicién de

control (sin perturbaciones en el sistema), como se encuentra esquematizado en el panel iii.
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Figura R. 21. Hipétesis del mediador. Representacion esquematica de los resultados esperados en los casos
en que en el abordaje experimental no se interfiera con la funcién de ningun factor (panel i), se interfiera con un
candidato que no sea un mediador esencial (panel ii) o se interfiera con un candidato que efectivamente sea un
mediador esencial (panel iii). Adaptado de Francia et al. [204].

3.1.2.1Las vias deGSK3r y MEK

Antes de profundizar en la busqueda aieposible mediador, queremos hacer menciénadies
vias en particular que bien podrian haber estado involucradas en este efecto, pero debido a las
condiciones experimentalesitilizadss, descartmos su participacion,como lo explicamos a

continuacion.

Como mencionamos anteriormente, una de las principales conexiones entre AKT y Nanog es a
través de la enzim&lucégenaintasaquinasa Jeta(D { Y){§217]. La expresién de Nanog se induce
tras la activaciéon de laiade sefializacion PI3K/AKT mediada por LIF y la posterior fosforilacion e
inactivacion deD { Y [@18]. Si bien la regulacion rio abajo de esta quinasa es compleja y hay reportes
contradictorios, existe cierto consenso en dDd Y fosforila y activa TCF3, el cual es un represor
transcripcional de varios genes de pluripotencia, incluido Ngs#lgPor esto motivo, en un contexto
deD{ Y imactiva, esta quinasa no produce la activacion de Tcf3, contribuyendo positivamente a la
expresion de Nanog y otros genes de pluripotencia. Estos antecedentes propon@riaryYacomo

un candidato trivial a mediar el efecto observado por AKT, y que podria depender de su SUMOilacion.

Si bien existen diversas composiciones que puede &nmaedio utilizado para propagar las CMP
preservando el estado pluripotente (medios definidos, no definidos, con o sin suero e incluyendo o no

diferentes inhibidores), la condicion estandar de cultivo de estas células para su mantenimiento en
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estado indiferenciado y pluripotente requiere solo el agregado de LIF al medio de cultivo con suero,
el cual es suficiente para mantener la pluripotencia. En los ultimos afios se ha extendido el uso de dos
inhibidores agregados al medio de cultivo de rutiBatos inhibidores son el CHIR99021 y PD0325901,
gue inhiben de manera potente y especifica a GSK3 y MEK respectivamente y que en su conjunto se
denominan?2i. El principal beneficio en la presencia de estos inhibidores es la promocién de un estado
de pluiipotencia naive, cuyo perfil de expresién génica y caracteristicas epigenéticas, son similares a
las de CME presentes en el embridn en estadiamp@antatorio. Si bien en este trabajo no estamos
haciendo foco en las diferencias de los tipos de pluripciemos interesa destacar gusasta este

punto, hemos demostrado que la SUMOilacionAd€T les necesaria para laduccionde Nanogen

CME, cultivadasn presencia delF y 2iA partir de estas observaciones, especulamos que ni las vias
rio abajode GSK i ni de MEK son esenciales para esta regulaaébido aque se encuentran
inhibidas en nuestros ensaypsr sus inhibidores especificos, por la presencia de 2i en el ni2dio

todos modos, pra confirmar esta hipétesis, evaluamos el efeetmalizando el efecto de los
inhibidores de manera separada; en presencialdiesolo o con LIF £HIR99021 @on LIF y
PD0325901Como mostramos en |&iguraR 22, en estas tres condicionesstudiadas AKT1wt

produjo la inducciémel reportero mientras quda AKT12KR no tuvo ningun efecto

LIF

+ CHIR99021 +PD0325901
-L:E; a B 3 B e B
o
g 3 —|_ —I_ T
& 2 2
3
@ A A A A
1 b 1
LR . —
E
< - - - 3 ; ' ; 0 _ - '
basal wit 2KR basal wt 2KR basal wt 2KR

Figura R. 22. AKT induce la actividad del promotor de Nanog en presencia de los inhibidores CHIR99021 y
PD0325901. Efecto sobre el promotor de Nanog en de las variantes de AKT1 wt, 2KR y el vector vacio (basal) en
CME. En todos los casos los resultados se relativizaron al basal de la condicion correspondiente (linea punteada)
y se muestran como la media de la actividad de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres
experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (p <0.05) entre variantes.
Adaptado de Francia, et al [174].

Estos resultados demuestran gé&Tlinduce la actividadiel promotor de Nanogde manera
dependienta de la SUMOilaciéndependientemente de la presencia de estos inhibidores, lo que

revela que ni la vido abajode D { Y wila de MEK son esenciales para este efecto.
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3.1.2.2L osfactores de transcripcionOCT4, SOX2, NANOG y KLF4

Como mencionamos anteriormenteps FTsOCT4, SOX2 y NANOG estan involucrados en la
regulacion del gen Nanog en sistemas pluripotefi8&, [219k[221]. Estos FTeonstituyenunared
principal de pluripotencia que induce la expresion de genes cruciales del estado pluripotente e inhibe
aquellos que promueven la diferenciacion celyi86], [167] Se conoce quéa fosforilacion por
diferentes quinasas, incluyendo AKT, afecta la actividad de €3d222]¢[227]. En particular, la
fosforilacion de OCT4 por AKT aumenta su estabilidad, promueve su localizacién nuclear y su
interaccion con SOX224]; sin embargo, también acelera su degradad#2i’]. Ademas, AKT regula
la expresion génica de Sog223], y también fosforila a este factor de transcripcion mejorando su
estabilidad yactividad, requeridas para la reprogramacion cel(iZ®5]. A partir de estogeportes
previos en conjunto con nuestros resultados que mostraron que la induccion de Nanog por AKT
dependiente de SUMOQilacién ocurre en CMP, pero no en células terminalmente diferenciadas
hipotetizamosque estosFTpodrian tener un papetlaveen el efecto observadoya que éstos son

esenciales en CMP y en general no se expresan en células terminalmente diferenciadas

Comenzamos realizandon analisis de comparacion de datos d@NAseq disponibles
publicamente[202] con el objetivo de contrastar los niveles de expresion tanto de OCT4 como de
SOX2nCMP y MER-{guraR 23A). Como esperdbamosstos dog-Tscentralesse expresan en CMP,
tanto en CME como en CMPREro no en las MEFo que también verificamos por WBiguraR 23B).

A) B) Linea CME MEF

RNA-seq (SRP046744)

Oct4 Sox2 GAPDH " S| 36kDa

0CT4 _ 45 kDa

FPKM (Log2)
FPKM (Log2)

CME CMPI  MEF CME CMPI MEF SOX2 ‘ 35kDa

Figura R. 23. Expresion de Oct4 y Sox2 en CMP y MEF. A) Datos de expresion de RNA-seq (ARNm) de Oct4 y
Sox2 de set de datos de CME, CMPI y MEFs disponibles publicamente. Se utilizé la plataforma de datamining
Stemformatics para realizar el andlisis [202], [203]. Los ndmeros identificadores de cada set de datos publicos se
encuentran indicados en la figura. La linea de puntos indica el umbral de deteccion (D.T: detection threshold). B)
Westen blot correspondiente a extractos de proteinas totales de CME y NIH/3T3 (MEF). Se detecto la expresion
de OCT4 y SOX2 con anticuerpo especifico para cada uno y se utiliz6é GAPDH como control de carga. Adaptado
de Francia et al. [204].

En este punto podemos afirmar que el efecto inductor de AKT sobre Nanog ocurre en contextos

celulares que expresan OCT4 y S@fitp en CMP en estado indiferenciado, como en las primeras
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48 horas de diferenciacigi06], [115](Figura R18) y contrariamente, no ocurre en MEFs, las cuales

no expresan estos FTs. Esta correlacidon, en conjunto con la importancia de estos FT en la regulacién
de Nanog y su relacién con AK&spalda nuestra hipétesigie sostiengue OCT4y SOX2 son posibles
mediadores del mecanismo molecular subyacente estudiado. Por estos motivos, continuamaos con el
estudio de la participacion de estéFscomo intermediarios en la regulacion de Nanog mediada por

AKT. Ademas, en estos andlisis decidimos incluir a NANOG como control. No esperamos que este FT
desempefie un papel fundamental en esta induccion, debido a que en el proceso de diferenciacién
temprana, donde encontramos efecto, su expresion y adtid se encuentran disminuidéSigura R

17y Figura R19).

Comenzamosstudiando siestos FTse unen efectivamente a la region ggbmotor de Nanog
incluida en el reporterautilizado. Utilizamos la herramienta ChIP AtlgR8] para analizar datos
publicos de experimentos dehlRsegrealizados en CMR29]¢[231]y confirmamos que OCT4, SOX2

y NANOGe unen a sitios presentes &nregion incluida en el reporteféigura R24.

Locus del gen de Nanog

Promotor proximal (2.5 kpb) I
L - _>
(mm9: chré:122,654,000 - 122,657,500)
16 1 ocT4 (GSM3401065)
o |
16 SOX2 (GSM3475343)
0L M e -
(GSM1059011)
16 1 NANOG
o AAA.LL“_AL_L‘_I‘;

FiguraR. 24. En CME los FTs OCT4, SOX2y NANOG se unen aunaregién incluida en el reportero Nanog5P.
Visualizacion representativa del perfil de enriquecimiento (lecturas por millén) de OCT4, SOX2 y NANOG en la
region del locus gendmico de Nanog de 2.5 kbp incluido en el reportero Nanog5P. Estos resultados corresponden
al analisis de datos de ChlIP-seq de experimentos realizados en CME, obtenidos de la base de datos publica ChIP
Atlas. Los datos fueron visualizados usando el software Integrative Genomics Viewer (IGV). Los numeros
identificadores de cada set de datos publicos se encuentran indicados en la figura. Adaptado de Francia et al.
[204].

Con el objetivo de evalual posiblerol de estos FTen lavia de sefalizacién de AKT1, nos
propusimos disminuir su expresion mediante una estrategi&riekdown(silenciamiento génico,
KD) por transfeccion d&RN de horquilla corta mejor conocida comehort hairpinARN (SPARN)
especificos. Brevemente, se realil@ cotransfeccion delos vectores conteniendo los shARN

especificopara cada F® un control shRNcontra la proteinaGFP (shGFR)nto con las variantes wt
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y 2KR de AKTtomo esquematizamos en Figura R25A. Los vectores de #tRNutilizados son
plasmidos comerciales que ya se habian utilizado previamente en el laboratwrioesultados
favorables[116], [206], [207], [232]235]. Evaluamos nuevamente leficacia de cada ARN
mediante andlisis por RJPCR coprimersespecificos, utilizando células transfectas sh@FRomo

control y detectamosuna reduccion significativa en la expresion de cada uno deevaluados

(Figura R25B). Sorprendentementeal evaluar el efecto de AKT sobre el reportero, en ninguna de las
condiciones en las que se disminuyd la expresion de estos FT, se obtuvo una respuesta consistente
con lo esperado para un mediador esencial de este efecto; es decir, mwdifico la respuesta
previamenteobtenidaen la actividadlel promotor deNanog en comparacion con elsSRNde control

(FiguraR 25C).
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Figura R. 25. Efecto de la SUMOilacion de AKT1 en contextos de knockdown de Oct4, Sox2 y Nanog. A)
Abordaje experimental en el uso de shARN. B) Andlisis de expresion génica de Oct4, Sox2 y Nanog mediante RT-
gPCR en CME transfectadas con los shARN correspondientes. Los resultados fueron normalizados utilizando
GAPDH como gen housekeeping, relativizados al control (shGFP) y se muestran como la media + EE de al menos
tres experimentos independientes. Asteriscos (*) indican diferencias significativas (p <0.05). C) Efecto sobre el
promotor de Nanog de las variantes de AKT1 wt, 2KR y el vector vacio (basal) cotransfectadas con el shARN
indicado. En todos los casos los resultados se relativizaron al basal de la condicion correspondiente y se muestran
como la media de la actividad de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos
independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (p <0.05) entre variantes. Adaptado de Francia

et al. [204].

Estos resultadosugirieen que ninguno de estores FTsson mediadores exclusivos de este
efecto. Si bien es poco probable, debemos mencionar que al no produkiragkoutde estos genes,
sino Unicamente una disminucion en su expresi@o, podemos descartar completamenta
participacion, al menos parciae OCT4SOX2 NANOGya que al reducirsu expresionlos niveles

restantes podrian ser suficientes para megiarcialmenteel efecto.

Por otro lado, demas detorede pluripotencia, otro§ TcomoKLF4 TBX3entre otros,también

han sido reportados como moduladores del gen Nai23$];[238], y también estan regulados por
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transcripcion del gen Nandg37], [238] Este FT no es detectado en NIH/BH8L], linea celular en la

gue previamente hemos encontradpie AKT no induce el promotor Nanog como ocurre en CMP, sino
gue su efecto es completamente diferente. Esta evidencia sefiala a este FT como un candidato fuerte
para mediar el mecanismo que estamos estudiarfioprimer lugar, estudiamosesteFT interactla

con la regién del promotor de Nanog incluida en el reportero utilizaRlya esto, nuevamente,
utilizamos la herramienta ChIP Atlas para analizar datos publicos de experimentos ese@hlP
realizados en CME. Como se muestra dridaraR 27, encontramos que TBX& unea la region del
promotor de Nanog incluida en el reportero, por lo geentinuamos con el estudio de la posible

participacion de este TF

Locus del gen de Nanog

Promotor proximal (2.5 kpb) r>

771 TBX3 (SRX248284)

(mm9: chr6:122,654,000 - 122,657,500)

Figura R. 27. El reportero Nanog5P incluye sitios de unién alos que se une TBX3 en CME. Visualizacién
representativa del perfil de enriquecimiento (lecturas por millén) de TBX3 en la regién del locus gendémico de
Nanog de 2.5 kbp incluido en el reportero Nanog5P. Estos resultados corresponden al andlisis de datos de ChiIP-
seq de experimentos realizados en CME, obtenidos de la base de datos publico ChIP Atlas. Los datos fueron
visualizados usando el software Integrative Genomics Viewer (IGV). Los nimeros identificadores de cada set de
datos publicos se encuentran indicados en la figura.

Con el objetivo de evaluar la posible relevancia de TBX3 en la via de sefializacién de AKT1, nos
propusimos realizar nuevamenensayos de silenciamiento de este FT pdkRN Debido a que no
contabamos con esta herramienta, realizamos una busqueda bibliografica de posibles secuencias
blanco previamente utilizadas y quéayan tenido buenos resultados en el silenciamiento y
encontramos posibles secuencig@l2]. A continuacion, enviamos a sintetizar los oligonucle6tidos
elegidos para clonar en el vector JtKGpuro que sirve paraealizar silenciamiento mediante la
estrategia de sARN y que ademas es inducible por Doxiciclina (Addgene Plasmid #Zi§u@aR
28A). En laFigura R28B se muestra un esquema del sitio de union déiRNa la region 3'UTR del
transcripto de Thx3. Las secuencias especificas se encuentran detalladakabtaBade la seccion
Materiales y métodos. En el momento en que llegaron los oligonucleétidos, fueron resuspendidos,
hibridados para la formacién del oligonucleétido doble cadena y clonados en el vector mencionado.
Luego de obtener clones, elegimos dos y los enviamos a secuenciar. En paralelo, evaluamos la
capacidad de silenciamiento del gen blanco de estas construccibresfectamos CME con estos
plasmidos, y dada la baja eficiendia transfeccion de las CME, para evitar que se diluya el material
con células sin transfectar, realizamos una seleccidon de las células transfectadas con el antibi6tico
puromicina por 48 h, cuyo gen de resistencia se encuentra codificado en el vectonddacFigura

R 28A). Una vez transcurrido este tiempo, las células fueron cosechadas, purificamos ARN total y
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cuantificamos los niveles de ARNm de Tbx3 mediantgFCR. Realizamos varios intentos de
silenciamiento con ambanstrucciones, pero no obtuvimos el nivel de silenciamiento esperado con
ninguna. En l&igura R28C se muestran los resultados de estos intentos. Antes de continuar,
analizamos los resultados de la secuenciacion de los vectores realizada en paralelo y detectamos que
ambos clones independientes tenian varias mutaciones cuando se compararon con los
oligonicleodtidos originales ordenados y que estas mutaciones eran exactamente las mismas en ambos

clonesFiguraR 28D.
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Figura R. 28. Generacidn de vectores del sistema shARN para silenciamiento de Tbx3 y su evaluacion. A)
Esquema del vector Tet-pLKO-puro, Addgene Plasmid #21915. B) Esquema de los sitios blanco en el ARNm de
Tbx3 del shARN utilizado. C) Para estudiar la eficiencia de silenciamiento de Thx3 por dos clones del vector shARN
generado, se analizaron los niveles de ARNm de Tbx3 mediante RT-gPCR de las células transfectadas
seleccionadas mediante tratamiento con puromicina durante 48 h. Los resultados fueron normalizados utilizando
la media geométrica de Gapdh y Pgkl y referidos al control (células transfectadas con shGFP). Las barras
representan la media relativa + Error Estdndar (EE) de al menos tres experimentos independientes. D)
Comparacion de la secuencia de oligonucleétidos enviada a sintetizar con el resultado de la secuenciacion de los
clones independientes del vector generado conteniendo el shARN contra Thx3.

Esto nos llevo sazonarque las mutaciones no ocurrieron durante el proceso de @donaino
gue losmismosoligonucledétidos sintetizados ya tenian las mutaciotetectadas Por este motivo,
enviamos un reclamo y pedido de resintesis de los oligonucle6tidos y volvimos a realizar todo lo
anteriormente descripto, obteniendo los mismos resultados de falta de silenciamiento. No
entraremos en detalle en los intentos posteriores @stas nuevas construcciones, pero comentamos
brevemente que intentamos generar lineas estables queesgran el SARNespecifico para Tbx3 de

manera inducible y tampoco tuvimos éxito en el silenciamiento. Como en este punto este FT seguia
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siendo un candidato fuerte a ser el mediador del efecto sobre Nanog, descartamos este abordaje y
disefiamos otro, cuyos resultados serian mas determinantes; decidimos generar una linea de CME

knockout(KQO delgen Thx3.

Con este nuevo objetivo, realizamos una busqueda bibliografica de grupos que hayan reportado
la generacion de lineas ThK®, especialmente mediante el sister@RISPRas9debido a su
simplicidad, alta eficiencia y a que en el laboratorio se habian generado previatireedas KO
mediante esta estrategifl16], [243] Tanto en este caso como en el deAgtiNdecidimos utilizar
secuencias previamente reportadas para aumentar las posibilidades de éxito. Encontramos un grupo
gue habia generado una linea TH«® de CMR244], al cual contactamos y gentilmente nos envié los
vectoresPSpCas9(BRA-Puro conteniendo los ARN guiasghRN para el gen de Thx3. Como se
esquematiza en l&iguraR 29A, contamos con dos guias, una con ditemcoen el exén 1 de este
geny el otro en el exdn 2. Si bien tanto las secuencias especificas de ARds sgmo la obtencion
de esta linea KO se encuentra detallada en la seccién de materiales y médtabla8), comentamos
brevemente que se realiz6 la transfeccién de CME con estos plasmidos y realizamos la seleccion de las
células transfectadas con el antibiético Puromicina por 48 h para quedarnos con aquellas células que,
por ser resistentes a este antibidticoos aseguramos que hayan estado expuestas a la presencia de
la construccion transfectada. Luego de la amplificacion de esas células en medio de propagacion sin
antibiotico, realizamos una seleccion de clones. Cultivamos las células en muy baja dehsidad y
de 7296 h, obtuvimos colonias clonales separadas entre si y lo suficientemente grandes para poder
colectarlas manualmente. Bajo una lupa y cortipre punta fina, pasamos algunas colonias a otros
pocillos individuales para lograr su propagacigiegimos uno de los clones y evaluamos la presencia
de la proteina TBX3 con un anticuerpo especifico tanto por IF como por WB, confirmando la ausencia
de esta proteina en el clon elegido y por lo tanto la interrupcién en ambos alelos de estgen (

R 29B-C).Este clon ademas posee morfologia y ciclo celular normal, comparado con la linea parental

(FiguraR 29D).
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Figura R. 29. Generacion de la linea de CME W4 Thx3-KO. A) Esquema de los sitios blanco en el genoma de
ratén de los ARN guias (sgARN). B) Imagenes representativas de IF en microscopia widefield de las lineas CME
W4 parental y W4 Tbx3-KO. Los nucleos se tifieron con DAPI (cian) y la presencia de Tbx3 fue revelada mediante
anticuerpo especifico (verde). Barra de escala: 10 um. C) Western blot correspondiente a extractos de proteinas
totales de la linea parental (W4) y W4 Thx3-KO. D) Perfil del ciclo celular fue analizado mediante tinciéon con
ioduro de propidio seguido de citometria de flujo.

Una vez obtenida esta linea W4 Th&«Q, studiamos el efecto de las variantes A&T1len el
reportero de Nanognteriormente usadoComo se muestra en guraR 30D, la actividad basal del
reportero fue mas baja en la linedbx3KOen comparacion con la parentalprisistente conla
actividad inductora de estéTsobrela expresién de Nanogademagvidenciando que este reportero
es sensible da ausencialBX3. Si bien esperdbamos obtener un resultado diferente dado que hay
evidencias fuertes que sugieren que este TF podria ser el mediador bulscadsencia d@BXaho
modificé el efecto de las variantes d&T1len el ensayo del reportero de Nanog, mostrarido
inducciéncaracteristicade AKT1 wty la ausencia deéfecto conla mutante 2KR(FiguraR 30E)
Ademas, incluimos las variantes que incluyen la mutacion E17K, también obteniendo el mismo perfil

de induccion, reforzando la conclusién obtenida.
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Figura R. 30. AKT induce la actividad del promotor de Nanog en ausencia de TBX3. Efecto sobre el promotor
de Nanog de las variantes de AKT1 wt, 2KR, E17K, E17K/2KR y el vector vacio (basal) en la linea parental de
CME y Thx3-KO. En todos los casos los resultados se relativizaron al basal de la condicién correspondiente (linea
punteada) y se muestran como la media de la actividad de luciferasa relativa + Error Estandar (EE) de al menos
tres experimentos independientes. Letras distintas denotan diferencias significativas (p <0.05) entre variantes.
Adaptado de Francia, et al [174].

Estos resultadgsal haber sido obtenidos en una linkaockoutdel gen de Tbx3excluyen
absolutamente a est&Tcandidato como un mediador esencial del efecto estudi&ioeste punto,
antes de cambiar completamente de estrategia experimental, y aprovechando herramientas
disponibles, decidimos dar una ultima oportunidad a la busqueda del mediador, analizando otro FT

con una conexién conocida entre AKT1 y la regulacidded®g: la proteina p53.

3.1.2.4La proteina supresora de tumores p53

La proteina supresora de tumores p&3un FT involucrado en multiples procesos celulares como
la regulacién del crecimiento, ciclo celular, proliferacion y muerte, en maltiples sistemas. Su regulacion
es muy compleja e involucra multiples vias de sefalizacion, incluyendo a PISK/AKTicEHap&KT
regula los niveles de p58&nto de forma positivacomo negativacon una fuerte dependencia del
contexto celular Ademas, se conoce quib3 reprime la transcripcion del gen Nanog mediante la
unién directa asu promotor y reclutamiento del carepresor mSin3a[245]. Basados en estas
evidencias previas, especulamos que p53 podria estar involucradoirdutaciondel promotor de
Nanogpor AKT1, de manera inversa respecto a lo que esperdbamos de TBX3 o de otros TFs inductores
Es decir, hipotetizamos que AKT1 podria interferir con la represion de p53 sobre Nanog incluso en el
contexto pluripotente; recordemos que la regulacion fina de estos factores es el producto del balance

de multiples F3con diferentes funciones que responden a diferentes estimulos.

Para estudiar la dependencia de p58akzamos el efecto de las variantes AKT1sobreel
reportero de Nanog en una linede CME, también derivada de la linea & |la cual ambos alelos
del genp53 fueron previamenteknockeads (p53-KO)en el laboratorio[48]. Comoesperabanos

debido al efecto represor de p53 sobre Nanogjieél basal de luciferadae més alto en las células
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p53-KO en comparacion con la linea celularMiguraR 31A). Consistentemente, la cotransfeccion

de un vector de sobreexpresion de p53 wt produjo una disminucion de la actividad luciferasa,
validando tanto la sensibilidad del reporteada ausencia deste FT, como también su amplio rango
dinamico.Al evaluar el efecto de las variantes de AKT en el contextd@h3a version iprodujo la
inducciéndel promotor de Nanogla mutante 2KR no tuvo efectgFiguraR 31B), mostrando la
respuesta esperada para un candidato no mediadosu vez, en el experimento de rescate donde
incluimos el vector de sobreexpresion de p53 wt previamente mencionado, se obtuvieron resultados
similares FiguraR 31C).

A) B) C) =
Linea parental — p53-KO—— p53-KO F p53-KO + p53 )7 4
s s ¢ - g 2
H k- H B
¢ v B ¢
3 T 7’

& © 8
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o o 1 - 1

2 2 ]
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Figura R. 31. AKT1 induce la actividad del promotor de Nanog en ausencia de p53. A) Niveles basales de

actividad del reportero del promotor de Nanog en la linea CME parenta, p53-KO y p53-KO transfectada con p53

wt (rescate). B-C) Efecto sobre el promotor de Nanog de las variantes de AKT1 wt, 2KR y el vector vacio (basal)

en la linea p53-KO (B) y p53-KO transfectada con p53 wt (rescate) C). En todos los casos los resultados se
relativizaron al basal de la condicién correspondiente y se muestran como la media de la actividad de luciferasa

relativa = Error Estandar (EE) de al menos tres experimentos independientes. En panel A, el simbolo sobre las

barras indica diferencias significativas (*) o no (NS) entre las diferentes condiciones (p <0.05). En los paneles By

C, letras distintas denotan diferencias significativas (p <0.05) entre variantes.

Esbsresultadosdemuestranquela ausencia de p53 no desacopla la via de sefializacion rio abajo

de AKT1, que en Ultima instancia impacta sobre la actividad del promotor de Nanog. En conclusién,

p53 no eaun factor fundamentaparael mecanismo d@nducciénestudiado.

3.1.2.5Nuevoscandidatos revelados por andlisis bioinforméatico

En conjunto, nuestros resultaddsscartaron las vias abajode GSK3 y MEKy alos FTOCT4,
SOX2, NANOG, KLF4, TBX3 ycpB® mediadoresesencialesle la induccién de Nanog por AKT1
dependiente de SUMOilaciéistos resultados, hasta ahora negativos en cierto sentido, pero aun asi
muy informativos,nos llevaon a considerar un nuevo enfoque panatentar develar eltodavia
elusivo,mecanismo molecular subyacente a esta regulacmo adelantamos al comienzo de este
capitulo, cddo que el efecto de AKFbbreel promotorde Nanog en MEF es completamente opuesto
en comparacion con laSMR hipotetizamos que un factor crucial para el efecto encontrado en las

CMPdebe estar presenten este contexto, es dectgnto en lasCMEcomo en la€MPI1pero ausente
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en las MEFCon el objetivo dedetectar diferencias que puedan proporcionar una pista sobre el
mediador buscado, realizamos un asdéiexploratorio de un conjunto de datos disponitde
publicamenteprovenientesde RNAseq deCMECMPI y MER202]. Comenzamos cruzando los datos
de transcriptomica de cada uno de los tres tipos celularesa Eguira R32A semuestrael patron de
expresionrepresentandcen un diagrama de Veras genes expresados especificos y compartidos en
los diferentes escenarios. Definimos grupos | a VII, basados en el nimero de genes cogtelodos
lostiposde célulaen el que se expresan. Para acdedistade posibles candidatos que surgieran de
este analisisobtuvimosuna lista curaday actualizadaa la fechadel andlisigdiciembre 2022) de
proteinas que son fosforiladas poAKT1, utilizando la basede datos PhosphoSitePlu§246].
Finalmente, cruzamos la informacion de ambos andlisis para identificar los ljanes de AKT1
presentes en lodiferentes gruposcomo se observan mapeados sobre diagrama de VennFéguea

R 32B. Somos conscientaple esta lista puede no estar completa debido a glgunosblance de
AKT1puedenno habersido identificados o incluidos en la base de daids fechaPor otro lado,
como se esperaba, la mayoria de bdances de AKT1 se asignaron dentro del grupo que contenia los
transcrptos compartidos entreds tres tiposcelulareg(grupo ), y solo unos pocos se ubicaron en el

resto de los gruposspecificos

« 3% Grupol

A) MEF B) MEF Acinl  Chuk  Fnc  Lompl Phb  Ski  Vdac2
Acly Ck2  Foxol Mapkapl Phb2  Skp2  Vim
Adsr  Clock  Foxo3  Mastl  Phf20  Smad3 Weel
Adarbl  Copsé Foxod  Maz  Pikfpve Spl Wikl
Akt1 Crebl  Gjal  Mdm2  Phmytl Srpk2  Xiap
Alyref  Crebbp Golga3 Mdm4 Plegl  Ssfs Yapl
I Afip2 s Grb10 Mettll  Ppat  Ssb Ybxl
: Ahgapl9 sk Hup  Mtor  Prkaal Stk Ywhaz
1932 Arhgap22 Ctonbl Hk2  Nd PrRf19 Stkd  Zranbl
Aurkb  Cyth2  Hmoxl Meorl Prph  S&7  Zyx
Bad Cyth3  Hnmpal Ndrg2 Ptk Tarbp2
Bax Depdcs Hsfl  Nf2 Ptpnl  Tef3
B0 Diable Hspbl Mhejl  Ptpng  Terfl
Beenl  Dlcl Hm2  Mpml  Pyge2 Tert
CMPI CMPI|  eaf Dnajes Htt  Ngol  Racl  Thd
Breal  Dnmtl 18 Nuakl Rafl  Thb
Cahsp! Docks Irak!  Pacs?  Ralgapa2 Tiam 1
Caspd  Dtnbpl Irs1 Pakl  Ranbp3 Tkt
V. Cho Ede3  Im2 Pald  Rara  Topbpl
Chyl  Egff  fch  Pak?  Rarg  Ts2
411 Cenf Ep300 tghd  Pawr  Rictor  Ttc3
Get2 Epha? fprl  Pcbpl  Rnfll  Txnip
CME CME Cdea?  Ezh2  lws1  Pcgf2  Rps3 Ulkl
cdkz2 Fafl  Kkhsip  Pdedd  Rpsé  Uspld
celfl Fhew?  Lbr Pkl sgll Uspd
Cflar  Fli  Lgmn PRA2  Sk2  UspS
Chek!  Fna  Lmna PRI Sits  Vep

Figura R. 32. Analisis transcriptomico de CME, CMPI y MEF. Andlisis de un conjunto de datos disponible
publicamente de un experimento de RNA-seq de CME, CMPI y MEF (SRP046744). A) Diagrama de Venn que
muestra los genes expresados de cada linea celular por encima del umbral, agrupados por la interseccion de
transcriptos de los tres tipos celulares. Los grupos se numeran arbitrariamente del | al VII dependiendo de la
cantidad de transcriptos que contienen. B) Andlisis de cruzamiento de datos entre los grupos de transcriptos
determinados con la lista actualizada de blancos de AKT1 disponible en PhosphoSitePlus. Adaptado de Francia
et al. [204].

En este casaon de nuestro interéaquellosblances de AKT1 en los grupos lll, IV y V, gee
expresan ettas células pluripotent® condiciones en las quietectamos la induccién dependiente de

SUMO, pero no en las MEF. Estos genes muestran en la tablgidar@R33 A.
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A) B) "

Gen

Uniprot # Funcién asociada
Acapl Q8Cl47  Proteina activadora de la GTPasa para la familia del factor de ribosilacion ADP

Fold change (log,)
0o 2 4 8
I S ST

Hen2 088703 Canal activado por hiperpolarizacion de nucleétidos ciclicos
Prkaa2 Q8BRK8 Subunidad catalitica alfa-2 de la proteina quinasa activada por AMP 5' j
wtl P22561  Proteina homéloga al tumor de Wilms - Factor de transcripcién e e T
Bex1 Q9R224 Molécula adaptadora involucrada en la sefializacion de p7SNTR/NGFR
Cycs P62897  Citocromo c - Proteina transportadora de electrones - Foxa2
Krt19 P19001 Queratina, tipo |, citoesquelética 19 - Organizacion de las fibras musculares §T ; + ARNm
Krt8 P11679 Querating, tipo |, citoesquelética 8 - Organizacion de las fibras musculares g, =
Sox2 P48432  Desarrollo embrionario - Factor de transcripcion E 3
v Adrb2 P18762  Receptor adrenérgico beta-2 j % 3
Foxa2 P35583  Factor de transcripcidn nuclear de hepatocitos 3-beta 7

Figura R. 33. Genes blanco de AKT1 expresados en CMP. A) Detalle de la funcién asociada a los genes blanco
de AKT1 expresados en CMP segun Uniprot. B) Niveles de expresion del ARNm de Foxa2 y Wit1 (log2 fold change)
a partir de un analisis de RNA-seq de CME diferenciadas a EpiLSCs. El analisis de datos se realiz6 en la plataforma
de datamining Stem Cell Atlas a partir de datos multiomicos disponibles publicamente. Adaptado de Francia et al.
[204].

Aunque ninguno de ellos ha sido vinculado directamente con la expresion de Na@ddeea
excepcion deSox2, creemos que constituyen un excelente grupo de candidatos para futuros analisis,
especialmente aquellos factores involucrados \das de sefializacién identificados comoFT,
especificamente Foxa2 y Wibestacamos questosdos FTpermanecen expresados en las etapas
tempranas de un protocolo de diferenciacidn a células de tipo epiblasto (Efgils)omo se reveld
por el andlisis de datos 6neiedisponibles Figura R33B), lo cual es compatible con la induccién de
Nanog por AKT1 incluso en las etapas tempranas de diferencideidostrado en el capitulo anterior
(FiguraR 19).

Con respecto a estos déJ ssefialados B particular, WT1 se expresa en varios tipos de cancery
esta asociado con la via PI3BK/AKT y el mantenimiento de las caracteristicas de células odatrer
[248]. Ademas, esmportantedurante la embriogénesis; esta involucrado en el desarrollo de multiples
organos y tejidos y en los ultimos afos se ha descubierto que también regula la expresion génica a

nivel epigenéticd249].

Por otro lado, Foxa2 es W pionero involucrado en la diferenciacién a linajes endodérmicos
[250], es necesario parka remodelacion de la cromatindurante la diferenciacion pancreatiea
interviene enel remodeladode nucleosomas durante la diferenciacion A®E[251]. Nos resultd
sumamente interesantgue la fosforilacion de esteTpor AKT promueve su exclusion nuclgda
consecuentanhibicion de su actividad transcripcional, targn condiciones de activacion dekKT1
por insulingcomo en cancer de manja52], [253] Esta evidencia destaca a eBtEcomo un fuerte
candidato para mediar la regulacide Nanog por AKTAdemas, debido a que se ha reportado que
FOXA recluta corepresoresn ciertos sitiodlanco[254], especulamos quias variantes SUMOilables

de AKT1 podriainducir indirectamente la expresién de Nanog al promover la exclusion nuclear de
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FOXA& en contextos pluripotentesEsta hipotesis se encuentra en estudio hasta el momento de

escritura de esta tesis

En sintesis, en este capitulo hemos demostrado que AKT1 induce la expresion de Nanog de
manera dependiente de su SUMOilacion en CMP (Parte 1) y aportamos indicios sobre el mecanismo
molecular subyacente a esta regulacion (Parte 1), que hasta este momesutia elusivo. Con
respecto a esto ultimo, conocemos cuales de los factores triviales rio abajo de AKT1 no son esenciales
en este mecanismo de regulacion de Nanog bajo nuestra hipétesis. Sin embargo, nuevos candidatos

surgieron de analisis bioinformétis de datos publicos, los cuales se encuentran en estudio.
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3.2 Capitulo 2
Las diferentes variantes de AKT1 tienen distinta
distribucion subcelular y afectan diferencialmente

parametros quemodulan la expresion génica

Como mencionamos anteriormente, se conoce qudtalizacion déasbiomoléculasentre de
los diferentes compartimentos celulares y distribucion dentro de éstosmpacta en diferentes
procesos[103]. Por ejemplo, la compartimentacion deiertas proteinas puede modulasus
interaccionescon otrasbiomoléculasy, en consecuencida velocidad de reaccioneszimaticas y la
ocurrencia de diversos procesos celulaf@gerentes parametros impactan en el direccionamiento y
distribucion de las proteinas; entre ellas, las diferentes MPTs que éstas pueden sufrir.
Especificamente, con respecto a la SUMOilacion, la MPT que es foco de este trabajo, puede modular
la localizacion y acumulaciéon nuclear de algunasepnas[148], [149]y tambiénpuedeafecta de
maneradirectaciertasinteracciones proteingroteina[150]. En paralelo a los efectos encontrados
en CME sobre la regulacion de Nanog, especulamoslaj@&JMOilacion de AKTdbdria estar
afiadiendo una capa adicional de regulacion de su fungignodulando su distribucion vy
probablementeimpactando ersu sefializacionio abajo En particular, la organizacion subcelular de
AKT1 podriaverse modificada por esta MPModulando no solo su activacién, sino también la
disponibilidad y probabilidad de encontrar proteinas que interactianésta por lo tanto, afectado

su funciénde maneraespecifica para cada contexto celular

En este contexto, nuestros andlisis preliminares sobre la distribucion de AKT1 realizados en
células fijadassugirieronque estaMPTho afectael reclutamiento de AKT1 a la membrana plasmatica
en CME(capitulo 1)[174]. Esta observacién es importante en el contexto de AKT1, dado que la
traslocacion a membranesun requisito fundamental para la activacion elgta quinasalebido a la
localizacion déas quinasaPDK1 y mTORCRue activan AKT1 mediante fosforilac[@dB1], [132] Si
bien todas las variantes de AKT en principio son susceptibles a estos eventos de translocacion
transitoria a la membrana y posterior fosforilacién, recordemos que las variantes que contienen las
mutaciones E17K (la AKT1 E17K y E17K/2KR) fueron lags@ertaron una localizacion preferencial
en la membrana plasmatica con respecto a las otras (wt y 2KR). Sin embargo, de estas dos mutantes,
Unicamente la variante SUMOilable AKT1 E17K indujo la expresion de Nanog, mientaasagaate
con SUMOilaciodisminuida E17K/2KRho mostro efectoalgunosobrela expresion de este geBsta
falta de correlacion entre el efecto de la SUMOilacdérm KT sobrsu localizacion preferencial en la
membrana ysusefectos rio abajoen la expresion de Nanogps llevo a exploramés en detalleel

impacto de esta MPT endlistribuciénde esta quinasaspeculanos que la SUMOilacion puede tener
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efectos sobre la localizaciéon subcelular de AKT1, que pueden no haber sido detectados en el andlisis
anterior, o que pueden haber estado enmascarados producto del proceso de fipoiG@ste motivo,
decidimos abordar un disefio experimental en células vivas que nos permitan realizar un analisis mas
profundo sobre la distribucion de AKT y a su vez, el estudio de procesos dinamicos, como
describiremos mas adelante. Para esto, generawsasores de expresion que codifican las distintas
variantes de AKT1 conferente capacidad de ser SUMOQiladaS5] utilizadas previament¢l74],

pero fusionadas a la proteina fluorescemte€Cherry Estas proteinas de fusibademas,abrieron

nuevas posibilidades para el estudio de procesos dinamicos tanto sobre la misncarA&$u efecto

sobre otras proteinas; especificamente, proteinas asociadas a la cromatina y los FTs de pluripotencia

que seran abordadas madelante en este capitulo.

3.2.1Generacionde vectores de expresion codificantes de variantes
mCherry-AKT1

En la seccién correspondierde materiales y métodos describimos en detalle la generacion de
estas construcciones. Brevemente, como se encuentra esquematizad&igoita R34, utilizamos el
vector pmChernyC1, un pldsmido comercial disefiado para generar proteinas de fusion a la proteina

fluorescente mCherry.

Generacion de variantes mCherry-AKT1

pmCherry-C1-

Ligacidn AKT1

K) Secuenciacion —» OK

Figura R. 34. Generacion de variantes mCherry-AKT1. Esquema experimental de la generacion de los vectores
codificantes para las diferentes variantes de AKT1 fusionadas a la proteina fluorescente mCherry. Brevemente,
se digirieron tanto los vectores originales de las variantes de AKT1 con las enzimas HINDIIl y ECORI y se ligaron
al vector pmCherry-C1 digerido con las mismas enzimas. La correcta insercion, la presencia de mutaciones
adicionales y ausencia de mutaciones indeseadas se verificO mediante secuenciacion.

Luego del estudio de las secuencias de los vectores originales de las variantes de AKT1 y de los
sitios de restriccion de este vector, identificamos las enzimas de restriccion adecuadas (HINDIII y
ECORI) para la digestion del vector pmChertyy los vectes codificantes de las variantes de AKT1,
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de manera de obtener las proteinas de fusién direccionadas correctamesateteniendo el marco
de lectura. Realizamos el clonado y enviamos a secuenciar las construcciones generadas,

corroborando la correcta insercion y la ausencia de mutaciones no deséagasa(R35A).

Una vez generadas las construcciones y habiéndolas verificado mediante secuenciacion,
estudiamos si las variantes de AKT SUMOilables fusionad#3hemy tenian el mismo efecto sobre
el reportero de Nanog que las versiones de AKT estudiadas hasta el vo@emo se muestra en la
Figura R35B, mCherryAKT1 wt indujo el reportero y la mutante mCheAlT1 E17K produjo una
mayor inducciéon, mostrandon efecto similar al de las construcciones utilizadas previamente y

validando de esta manera el nuevo sistema experimental.
mCherry ref)  MVSKGEEDNMATIKEFMRFKVHMEGSYNGHEFETEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGTLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVV 110

HA tag (ref)
AKT 1{ref)

! ) Consenso  MVSKGEEDNMALIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGTLPFAWDILSPQFMYBSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVY

vt MVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGTLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVV 110
2KR MVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGTLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVV 110
E17K MVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGTLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIFDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVV 110

EI7K/ZKR - MVSKGEEDNMATIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFETEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGTLPFAWDTLSPQFMYGSKAYVKHPADTIPDY LKL SFPEGFKWERVMNFEDGGVV 110

H
B

Consenso TVTQDSSLQDGEFIVKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTHGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDY TIVEQVE

mCherry(ref)  TVTQDSSLQDGEFIVKVKLRGTHFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGE IKQRLKLKDGGHYDAEVKT TYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYE 220
HA tag (ref)

AKTref)
wt TVTQDSSLQDGEFIYKVK FPSDGPVMQKKT SSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVN TSHNEDYTIVEQYE 3220
2k TVTQDSSLODGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKT TYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYE 220
EI7k  TVTQDSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQVE 220

E17K/2kR TVTQDSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYE 220

weerry Tt

Consenso  RAEGRHSTGGMDELVKSGLRSRAQASIVDMYPYDVPDYASRMSDVAIVKEGWLHKRG YIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPR
mCherry (refi RAEGRHSTGGMDELYK

HAtaglref) - - - - _YPYDVPDYA-------———-—-— 5
AKT1(ref) --- -- AIVKEGWLHHIRGEY IKTWRPRYFL ERP MKTERPR 69
z owm RAEGRHSTGGEMDELYKSGLRSRAQASTVDMYPYDVPDYASRMSDVATVKEGWLHERGEY IKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPR 330
% 2KR RAEGRHSTGGMDELYKSGLRSRAQASIVDMYPYDVPDYASRMSDVAIVKEGWLHRRGEY IKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPR 330
= EIK RAEGRHSTGGMDELYKSGLRSRAQASIVDMYPYDVPDYASRMSDVAIVKEGWLHHRGKY IKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPR 330
IE17K2R  RAEGRHSTGGMDELYKSGLRSRAQASIVDMYPYDVPDYASRMSDVAIVKEGWLHHRGKY IKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQCQLMKTERPR 330
E17
Consense PNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFEKVILVKEKATGRYYAMK
mCherry (ref)  — - - -
HAtag fref)  ___ _ _ [ 9
AKT1(ref] PNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRYTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMK 179
g wt PNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMK 440
i KR PNTFIIRCLOWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMK 440
= EIK PNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMK 440
2/ EITK2KR  PNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRYVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAMK 440

Consenso  ILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYRDL LENLMLDKDGHIK
mChemy (ref) - - -

ILKKEVIVAKDEV, LTENRVLQNS FLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVY
wt ILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVY
2KR TLKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVY
ILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVY

E17K LMLDKDGHIK 550
EI7K/2KR I LKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVY

LMLDKDGHIK 550

Consenso

mCherry (ref)

HAtag iref) 9
AKT1(ref) TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDA 399

= wt TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELTLMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDA 660

] 2KR TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELT LMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDA 660

i EITK TMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVYMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDA 660

Bl E17K/2KR PTMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLFELTILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDA 660
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wt KEIMQHRFFAGIVWQHVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASSTA- -
2KR KEIMQHRFFAGIVWQHVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASSTA
E17K KEIMQHRFFAGIVWQHVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASSTA- -
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FiguraR. 35. Validacion de las construcciones generadas, codificantes de las proteinas de fusién mCherry-

AKT1. A) Resultados de la secuencimciy posterior alineamiento de las diferentes construcciones mCHefyl con

diferente capacidad de ser SUMOiladasEB{to sobre el promotor de Nanog de las variantes de mChE(1 wt y E17K

y el vector vacio (basal) en CME. Los resultados se relativizaron al basal y se muestran como la media de la actividad de
luciferasa relativa + Error Estandar (H&un n=2
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Posteriormente, tansfectamos en CME cada variante mCh&k 1 ycomenzamosnalizando
sudistribucion subcelular. Previamente, en el capitulo 1 habiamos mostrado que todas las variantes
se distribuian ubicuamente en CME y que las mutantes E17K y E17K/2KR mostraban una localizacion
preferencial en la membrana, comparadas con la varianfeen células fijadald 74]. En este ensayo
con las nuevas variantes fluorescentes, esperabamos obtener observaciones similares, pero que nos
permitan realizar un analisis mas detallado. ERi¢uraR 36 se observan imagenes representativas
de microscopia confocal de las distintas variantes de Atahsfectadas en CMESe muestraren
pseudocolorrojo (red LUT) para una mejor visualizaciBn esta figurae observaque lavariante
AKT1 wt y su contraparte deficiente SUMOilacion AKT1 2KR tienen una distribucion homogénea
tanto en el citoplasma celulasomo ensus limites, lo que indica quenguna de estasariantes de
AKT Ipresent un reclutamiento preferencial en la membrana plasma@mntrariamentelas células
gue expresan la variante oncogénica AKT1 E17K mostraron una mayor intensidad de la sefial en los
limites celulares, lo que sugiere que @stutante se concentra en la membrana. Este resultado es
consistente con reportes previos que muestran que esta variante de AKT1 se localiza preferentemente
en la membrana plasmatica en otro tipo de cél|bg5]. Como se menciond anteriormente, debido
a que los principales activadores de AKT se localizan en la membeaespecula questamayor
localizacion en la membrana, respecto a AKTpadria ser unale lascausade la hiperactividad de
esta mutante [171], [172] Es relevante destacar que, la mutante AKT1 E17K/2KR mostré una
distribucion similar a la mutante E17K, lo que indica que la deficiencia en su SUMOQilacién no altera las

caracteristicas de distribucion subcelular producidas por la mutacién E17K.

Por otra parte, omo se observa en la figura, ambasmutantes E17ikbservamos una poblacién
de células con una sefal de AKT1 mas intensa en la zona de la magbrsu vez, una poblacion en
la que no se observa dicha intensidadrementadaMas adelante entraremos en detalle sobre esta
caracteristica encontraddor Ultimo, observamos que existen zonas donde se observa una total

exclusién de esta de quinasa; especificamente en los nucleolos y en pequefias regiones en el
anlisis.

citoplasma, en lo que pareciera®er estructuras definidas, cuya identidad sera el foco de futuros
mCherry-AKT1
E17K E17K/2KR

wt 2KR
X no X no si X no si X no

Figura R. 36. Visualizacion de las variantes de AKT1 fusionadas a mCherry en CME. Imagenes
representativas de microscopia confocal de CME vivas, previamente transfectadas con las distintas variantes de
mCherry-AKT1 (wt, 2KR, E17K, E17K/2KR). Se muestran imagenes de células representativas pertenecientes a
las poblaciones con o sin AKT1 identificada en el borde celular. Barra de escala = 5 pm.

Red LUT

AKT1 asociada
al borde celular
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A partir de la obtencion de estas variantes de AKT1 con diferente capacidad de ser SUMOiladas
fusionadas a la proteina fluorescente mChermerificacion de la correcta expresion, comenzamos a
estudiar en células vivédss efectos de su SUMOilacion, tanto sobre la misma AKT, como rio abajo en

su sefalizaciomediantediferentes técnicas involucranduicroscopia de fluorescencia

3.2.2Analisis de la dstribucidon de las diferentes variantes de
AKT1

Como adelantamos en la seccion anterior, si bien observamos que en general la distribucion de
las variantes era la esperada, en aquellas con la mutacién gl lKroduce una traslocacion mayor
a la membranaencontramosque en la poblacion de células transfectadas, existe una fraccién en la
cual efectivamente se encuentra esta caracteristica, pero otra en la que no. Como esto nos Illamo la

atencion, decidimos estudiar esto en mayor profundidad.

Enla FiguraR 38 mostramos imagenegepresentativas de células que expresan las distintas
variantes, haciendo foco en lo sefialado previamente. Estas imagenes se encuentran presamtadas
FIRE LUPara unamejor visualizacién deas distribuciones donde ademas incluimos un perfil de
intensidad representativo de la regidén del borde celular. De un N de al menos 200 células por
condicién, realizamos unaspeccion célula a célutan el objetivo de cuantificar la proporcidén de
células con enriquecimiento de AKT en el borde celular, dentro de la poblacion de células
transfectadas. Este andlisis cualitativmpstré que efectivamente esteenriquecimiento de las
variantes E17K o E17K/2KR endarthrana celular no es algo que ocurre en toda la poblacion de CME
transfectadas, sino quee trata de aproximadament 4Ry el 56% de las células, respectivamente

(FiguraR 38).

Por otro lado, al realizar esta inspeccién célula a célula, nos llamé la atencién que si bien las
variantes wt y 2KR no mostraron dicho reclutamiento a toda la membFiagaréR 38), sidetectamos
una pequefia poblacién de células en las que ocurreruiguecimiento de estas variantes Enzona
de la membrana delgunos contactos céluleélula (Figura R37). En esta figura incluimos fotos
representativas donde se observan dichos incrementos de intensidad locales e incluimos un perfil de
intensidad representativo de esas regionésimismo, también observamasste aumento en la
intensidadocalen dichas zonas cdas mutantes AKT1 E17K y E17K/ASkSs resultados concuerdan
con reportes previos que indican que AKT puede translocar a la membrana y ser activada por E

cadherina en las uniones célttélula en otros modelos pluripotent¢856]¢[258].

99



Con respecto da fraccion de células que mostraron este enriquecimientas variantes
conteniendo la mutacion E1fde mucho mayo(73-77%)que la observada en las variantes AKT1 wt
y 2KR(5-6%). Si bien la diferencia es considerakle,ambos casos, la proporcién parece ser
afectada por laSUMOilacién, dado que entre cada variante y su correspondiente mutante con

SUMOilabilidad disminuida, el porcentaje es similar

mCherry-AKT1
wt 2KR E17K E17K/2KR

AKT1 asociada a los
contactos celula-celula

Imagenes representativas
de campos con AKT1
asociada contactos
celula-celula
(FIRELUT)

Perfil de intensidad
vs. distancia
(2 pm)

% de campos con AKT1
iada al
ssociada glos contacios 94% “ 6% 95% “ 5% 7% M 739% 2% 4 779%
sl .no

Figura R. 38. Variantes de AKT1 localizadas en los bordes celulares. Imagenes representativas de células con
osinmCherry-AKT1 identificada en el borde celular, mostr
visualizacion. Para ilustrar cémo AKT1 se encuentra asociada a los bordes de las células, se muestra un grafico
de perfil de intensidad debajo de cada variante. Se indica el porcentaje de células en las que AKT1 esta asociado
a todo el borde celular. Se analizaron entre 200 y 250 células por condicion de al menos 6 réplicas bioldgicas.
Barra de escala =5 um.

mCherry-AKT1
wt 2KR E17K E17K/2KR

si XK no

AKT1 asociada x
al borde celular no

Imagenes
representativas
(FIRE LUT)

Perfil de intensidad
vs. distancia
(3 pm)

% celulas con
KT asocada 100% ‘ 100% ‘ 47% ' 52% 56% ’ 44%

.no

Figura R. 37. Variantes de AKTL1 en los contactos célula-célula. Imagenes representativas de poblaciones de
células con o sin mCherry-AKT1 asociada a los contactos célula-célula, mostradas utilizando pseudocolor "Fire
LUTO par a visumlizacibn. Seauvests un gréfico de perfil de intensidad debajo de cada imagen. Se indica
el porcentaje de células en las que AKT1 se encontrd asociada a los contactos célula- célula. Se analizaron entre
200 y 250 células por condicion de al menos 6 réplicas bioldgicas. Barra de escala = 5 pm.
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Nuestros resultados demuestran que la SUMOilabilidad de AKT1 no interfiereon su
reclutamientoa la membrana, ni bbs contactos célutaélula Sin embargo, de manera interesante,
la presencia de AKT1 en estas regiones es mayor en los casos de las variantes que contienen la

mutacion E17K.

3.2.2.1La SUMOilabilidad afecta la compartimentacion subcelular de
AKT1 mientras que la mutacion E17K promueve su localizacion

nuclear

Hasta ahora hemos demostrado que existe cierta falta de correlacion lenquee esperariamos
que ocurra con aquellas variantes con una traslocacion a la membrana evidente y su efecto rio abajo.
Estonos llevé a profundizar en el estudio de la dependencia de la SUMOilabilidad de la localizacion
subcelular de AKT1lhipotetizando que pueden llegar a existir modificaciones adicionales en la

distribucion de esta quinasa, que exceden a su mera presencia en la membrana.

Como mencionamos anteriormente,3&MOilaciépuedemodula la localizacién y acumulacién
nuclear de algunas proteing$48], [149]y también afecta ciertas interacciones proteimateina
[150], por lo que su propia compartimentalizacién, podria afectar sus efectos coblauss
putativos En este contexto, analizamos si las mutaciones introducidas en AKT1 afectan la distribucion
entre el nucleo y el citoplasma evaluando cuantitativamente la distribucioén de intensidad de las
diferentes variantes mCherrAKT1 en ambos compartimentos. Para esto, como se encuentra
esquematizado en IkiguraR 39A, sobre imagenes obtenidas de células vivas transfectadas con las
distintas variantes de AKT1, realizamos la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia tanto
nuclear como citoplasmica. Brevemente, generamos mascaras binarias tanto de la céluketaompl
como del nacleo y del citoplasma, denominadas regiones de interés (ROIs), y posteriormente
mediante la programacion de wgtripten el softwardmageJ se realiz6 la cuantificacion automatica
de la fluorescencia en cada uno de estos compartimentos en aproximadamente 200 a 250 células para
cada variante. Como se observa enFiguraR 39B, realizamos la determinacién de la relacion
nucleo/citoplasma (lcedlcioplasmd para cada célula transfectada con cadsa de las variantes y
observamos que la relacién no es homogénea entre las diferentes variantes dé&spddificamente,
la relacién nucleo/citoplasma fue ligeramente menor para la mutante AKT1 2KR en comparacién con
la version wt. Por otro ladmos llama la atencion gue relacion fue significativamente mayor para la
mutante oncogénica AKT1 E17K, comparada con E17K/2KR y también cdadsvtesultados, en
los que se observan diferenciagrsficativas entre las variantes SUMOilables con respecto a sus

correspondientes mutantes con SUMOilacion disminuida, y en donde las primeras tienen un valor
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mayor,indican que la SUMOilacion de AKT1 promueve su presencia en el nicleo. De estos resultados

concluimos ademas que la mutacién E17K también promueve una mayor localizaciéon nuclear.

A) Analisis de compartimentalizacion de AKT1

@ Imégenes crudas — A Mascaras binarias de las _————  Cuantificacion y
AKT1 /-A Regiones de Interés (ROIs) analisis en las ROIs

p—y N ash
e — ~~ N Microscopia confocal
en células vivas
Lineas de CME
OCT4-Ypet y SOX2-YPet
Célula entera Citoplasma

AKT1(mChers
{ 2 AKT1(mCherry)

(FT como marcadores nucleares)
Nicleo(YPet-FT)

Nucleo

B) -
Nucleo/citoplasma i \‘ ) C)

"~ Nadeo/
citoplasma

AKT1 Kp + SEM

*

L2 wt 1.021 +0.008

g *

3 2KR 0995+0008 | %
:o 1.0 E17K 1.127 £0.009

&

E17K/2KR 1.047 +0.009

0.8

0.6 !
wt 2KR E17K  E17K/2KR

Figura R. 39. Compartimentalizacion nucleo/citoplasma de las variantes de AKT1. Las CME fueron
transfectadas con las diferentes variantes de AKT1 fusionadas a mCherry, se tomaron imagenes de microscopia
confocal, se segmentaron los distintos compartimentos y se determiné la intensidad media de fluorescencia de
mCherry-AKT1 dentro de la célula completa, el citoplasmay el ntcleo, como se describe en la seccion Materiales
y Métodos. A) Diagrama esquematico del disefio experimental y de la estrategia de analisis de imagenes. B)
Boxplots de la relacion nicleo/citoplasma (Indcleo/Icitoplasma) para cada variante. En todos los casos, cada célula
evaluada esta representada por un punto, mientras que diferentes colores de puntos indican diferentes réplicas
bioldgicas (n=6). Se analizaron entre 200 y 250 células por condicion. (C) Valores de la constante aparente de
particién nucleo/citoplasma (Kp) para las diferentes variantes de AKT1, determinados a partir de los datos de la
relacién nucleo/citoplasma + EE. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos (* p<0,05,
** pn<0,01, ** p<0,0001).

A partir de estos resultados determinamos la constante de particién aparente rcitbptasma
(Kp) de las diferentes variantes de AKT1 mfejan las diferencias encontradgBigura R39C).El
KSOK2 RS 1jdzS I AyiGaSyaARFR ydzOf S NJ NBfepoitegs I T dzS
previos que indican que AKT se observa con mas frecuencia dentro del espacio nuclear que en el
citoplasma[259]. Sin embargola mutante AKT1 E17K fua que mostrouna mayor localizacion

nuclear corun valor de Kp de 1.12Figura R39C).

En conjunto, estos resultados indican que tanto la SUMOilabilidad como la mutacion E17K afectan
la compartimentalizacion de AKT1 y promueven su localizacién nuclear, posiblemente afectando la
afinidad por sus objetivos en los diferentes compartimentosegando una capa adicional de

regulacion de su funcidbnprobablemente deespecificidad délances.
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3.2.2.2La mutaciéon E17K promueve una redistribucion de AKT1 tanto en
el nucleo como en el citoplasma y este efecto es dependientesule
SUMOilabilidad

En los ultimos afios se ha observado que la heterogeneidad en la distribucion de distintas
biomoléculas dentro de los diferentes compartimentos subcelulares podria tener un impacto en su
funcion [103]. Debido a que encontramos que la SUMOilabilidad de AKT1 modula su
compartimentalizacion subcelular, a continuacion, nos preguntamos si esta MPT también afecta la

distribucion de la quinasa dentro del nicleo y del citoplasma.

Analizamos cuantitativamente la distribucion nuclear y citoplasmatica de las variantes de
mCherryAKT1 determinando el coeficiente de variacion (CV), un parametro que se ha utilizado
previamente para cuantificar la distribucion general de diferentes pnaej106], [260], [261]
Brevemente, este pardmetro se obtiene calculando el cociente entre el desvio estandar y la intensidad
media de fluorescencia del compartimento estudiado, para cada c&lul@alor mas elevado de CV
sugiere una distribuciomasheterogéneade la proteina estudiadan ese compartimentd.aFigura
R 40A muestra los valores de Chuclear de las distintas variantes de AKT. En primer lugar,
observamos queal distribucion dentro del nacleo de la mutante AKT1 2KR fue similar a la obtenida
con la version wt. Sin embargo, la mutante AKT1 E17K mostr6 una distribucibn mas homogénea dentro
del nacleo en comparacion con la wt, evidenciado por un valor de CV sitivéficente menor. Esta
caracteristica parece depender de la SUMOilacién, ya que el valor de CV determinado para la mutante
E17K/2KR de AKT1 no fue significativamente difererdetatminado para la quinasa wt y fue mayor

al obtenido para la mutante E17K.

A) — B) Citoplasma 3
Nicleo ¢ /’.\\‘ f‘. v o
{ |
| T 1
0250 N C 7_7_/ oza0 e
I E— I
l#\
0225 4 0260 1
L L [
> i =
U o U o0 |

0.175 4 0220

0.150 02000
wt 2KR E17K  E17K/2KR wt 2KR E17K  E17K/2KR

Figura R. 40. Coeficiente de variacion de las diferentes variantes de AKT1 en el nacleo y citoplasma de

CME. Andlisis del coeficiente de variacion (@&)CMHEransfectadas con las variantes oeCherryAKT1. Los valores de CV

del nicleo (A) o del citoplasma (B) se muestran como media + SEMédisis de entre 200 y 250 célutesa cada variante

en todas las determinacionesn unn=6 réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los
tratamientos (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001).
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Por otro lado, ¢s valores de CV en el citoplasma celuleigyra R 40B) siguieron un
comportamiento similar al observado en el ndcleo. En particular, los valores de CV de las variantes wt
y 2KR de AKT1 no fueron significativamente diferentes mientras que la mutante E17K mostré una
distribucion mas homogéne®or ultimo,debemos mencionar que el CV, especificamente dentro del
compartimento citopldsmico, podria ser influenciado por ciertas zonas de exclusion especificas de
AKT1FiguraR 36) y que discutiremos mas adelante que podria haber causado un valor mas alto

en el caso de la mutante EX2KR el cual fue significativamente mayor al resto de las variantes

En conjunto, estosresultados esquematizados en ld&igura R 41, demuestran que la
SUMOilabilidad tiene un papel relevante en la compartimentalizacion y distribucion subcelular de
AKT1. Ademas, nuestros resultados revedme la mutacion oncogénica E17K en esta quinasa
favorece su reclutamiento en el nicleo y una distribucion mas homogénea tanto en nucleo como en
citoplasma.Este efecto sobre la localizacifmdria afectar la interaccién con sus blancos en los
diferentes compartimentos, agregando asi una capa adicional de regulacién de su funcién y en Ultima

instancig muy probablemente impactando en la expresion génica.

Figura R. 41. Resumen de los efectos méas relevantes de las variantes de AKT1 en su distribucién
subcelular en CME.
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