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Resumen

Organizacion dinamica de los factores de transcripcion de
pluripotencia durante el ciclo celular de células madre
embrionarias

Las células madre pluripotentes (CMP) son un excelente modelo para el estudio de la
regulacion de la expresion génica durante el desarrollo y los procesos de diferenciacion.
Ademas, representan una promesa para la medicina regenerativa y el modelado de
enfermedades debido a su capacidad Unica de autorrenovacion y diferenciacion hacia todos
los tipos celulares.

La pluripotencia esté controlada por una extensa red regulatoria, dirigida por los factores de
transcripcion (TF) OCT4, SOX2 y NANOG que inducen genes que promueven la pluripotencia
y reprimen aguellos involucrados en la diferenciacion.

La movilidad y distribucién de los TF dentro del nacleo celular modulan su disponibilidad para
interactuar con sus sitios blanco en la cromatina y en dltima instancia, pueden jugar un papel
importante en la regulacion de la expresion génica. En este dontex los ultimos afios se

ha observado que muchos TF y componentes de la maquinaria transcripcional no se
distribuyen homogéneamenten el nucleo celularsino que se concentran en regiones
especificasF 2 N Y R2 aO2y RSy al R2a ( Nieyosd Gdidodtdgnioe vy I £ S &
gue los TF de pluripotencia forman condensadoslamicleo de célulasiadre embrionarias

(CME). Ademas, observamos cambios en la dinamica y distribucion de OCT4 y SOX2 durante

la diferenciacion, en estadios que preceden a la disminucién de sus niveles de expresion.

En los ultimos afios, se ha demostrado que el ciclo celular desempefia un papel central en el
mantenimiento de la pluripotencia y en las decisiones sobre el destino celel&€MP. En

este sentido, varios estudios sugieren que las células en faserGsensibles astimulos de
diferenciaciomue promuevercambios en su programa de expresion, mientras que en otras
fases son refractivas a estos estimulos. Nuestro grupo ha demostrado que la inhibicién de la
replicacion del DNA interfiere con el cambio de expresion génica requerido para el inicio de
la difererciacion.

En este contexto, nos preguntamos si la distribucion espacial de los TF de pluripotencia varia
durante el ciclo celular. Hipotetizamos que la fase S, en la que la cromatina esta en constante
remodelacion como consecuencia de la replicacion del DNA, psdriana "ventana de
oportunidad" para ejecutar cambios en la distribucién de los TF definiendo un nuevo paisaje
de interacciones TFEromatina que, posteriormente, deriven en un nuevo programa
transcripcional.

Para estudiar experimentalmente esta hipotesis, empleamos lineas de CME generadas en
nuestro laboratorio, que expresan OCT4, SOX2 o NANOG fusionados a proteinas fluorescentes
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y métodos de microscopia confocal y espectroscopia de correlacién de fluorescencia que nos
permitieron evaluar cuantitativamente la distribucion y dindmica de los TF en células vivas
individuales. Para identificar la fase del ciclo celular de cada unasd=tlulas analizadas,
estudiamosla distribucion nuclear de la proteina PCNwoliferating cell nuclear antiggn
fusionada a RFP, la cual varia a lo largo del ciclo celular y, particularmente, durante las sub
fases de S.

Nuestros resultados muestran que la distribucion e interaccionesrdrRatina varian
durante el ciclo celular, de forma especifica para cada uno de los @éreldé pluripotencia.

Por otra parte, observamos que las sefiales de diferenciacion recibidas en la fase G1
desencadenan cambios masivos en la organizacion nuclear de los TF de pluripotencia y en sus
interacciones con la cromatina durante etapas tempranas de la fase S sigtaense)o 4 h
después del estimulo de diferenciacion. En particular, las células en fase S temprana
expuestas a la sefial de diferenciacion en G1 mostraron un niamero significativamente menor
de condensados de OCT4 y SOX2 en comparacion con las célulasteerpr&no
indiferenciadas. De acuerdo con la literatura, los condensados de OCT4 modulan la actividad
de superenhancers en consecuencia, la disminucion observada en el numero de
condensados podria estar relacionada con una pérdida de actividad dagesenhancers
esenciales para el mantenimiento de la pluripotencia.

Ademas, observamos que un aumento de la marca epigenética H3K27me3 promueve una
disminuciénsignificativa en el nimero de condensadiessOCT4de manera similar a lo que
ocurre al inducir la diferenciacion.

Porultimo, las interacciones de OCT4 y SOX2 con la cromatina son mas lentas en las células
inducidas a diferenciarse, 1o que podria relacionarse con una reorganizacion de la cromatina
en esta ventana temporal previamente reportada en la literatura. Postulamos gteée e
redistribucién en las interacciones -tfomatina podria estar vinculada con la actividad
pionera de estos TF. En contraste, NANOG presentd un comportamiento practicamente
opuesto a OCT4 y SOX2, consistente con su rol como factor de traidscdegluripotencia

naive Especificamente, detectamos interacciones mas rapidas entre NANOG vy la cromatina
en las células en S temprano expuestas a la sefial de diferenciacién en G1, que podrian iniciar
la disminucion de la actividad de genes asociados a la pluripotencia.

En conclusién, este trabajo proporciona nuevas perspectivas $abneportancia del ciclo
celular para el mantenimiento de la pluripotencia y aporta informacion relevante para
comprender los mecanismos involucrados en la salida del estado pluripotente y las
transiciones en el destino celular.

Palabras clave (en orden alfabéticajélulas madre embrionarias, ciclo celular, condensados,
cromatina, diferenciacion, dindmica, distribucién nuclear, espectroscopia de correlacién de
fluorescencia, factor de transcripcidioci, NANOG, OCT4, pluripotencia, SOX2.



Abstract

Dynamic Organization of Pluripotency Transcription Factors
during the Cell Cycle of Embryonic Stem Cells

Pluripotent stem cells (PSCs) constitute an excellent model for studying the regulation of gene
expressiongdevelopment, and the differentiation processes. Additionally, they hold promise
for regenerative medicine and disease modeling due to their unique ability foresedival

and differentiation into all cell types.

Pluripotency is controlled by an extensive regulatory network, orchestrated by the
transcription factors (TFs) OCT4, SOX2, and NANOG. These TFs induce genes that promote
pluripotency while repressing others involved in differentiation. The dynamic andbdisbn

of TFs within the cell nucleus modulate their availability to interact with their chromatin target
sites, potentially playing a role in gene regulation.

Recent observations indicate that many TFs and transcriptional machinery components do
not distribute homogeneously in the cell nucleus. Instead, they concentrate in specific
regions, forming "transcriptional condensates.”" Wave previously demonstrated that
pluripotency TFs form condensates in the nucleus of embryonic stem cells (ESCs), and that
their dynamical distribution responds to differentiation cues. These changes in the dynamics
and distribution of OCT4 and SOX2 occupoiethe downregulation otheir expression,
suggesting that these changes indfffomatin interactions may contribute to redefining gene
expression profiles during cell fate decisions.

In recent years, it was demonstrated that the cell cycle plays a key role in maintaining
pluripotency and determining the cell fate of PSCs. Specifically, studies suggestithan

G1 phasare sensitive todifferentiation stimuliin comparison to cells in other phasédso,

we have previously demonstrated that inhibiting DNA replication interferes with the
transcriptional changes required for the initiation of differentiation.

In this context, we asked whether the nuclear organization of pluripotency TFs changes during
the cell cycle. We hypothesized that the S phase, during which chromatin undergoes constant
changes due to DNA replication, could be a "window of opportunity@xecute changes in

TF distribution, defining a new landscape of TF interactions with their target sites on
chromatin.

To experimentally test this hypothesis, we used ESC lines generated in our lab expressing
OCT4, SOX2, or NANOG fused to fluorescent proteins and transfected them with a plasmid
encoding the protein proliferating cell nuclear antigen (PCNA) fused to RiERasilprotein
allowed us to identify the different cell cycle phases based on its nuclear distribution. We
used quantitative confocal microscopy and fluorescence correlation spectroscopy to study
the TFs organization and dynamics.



Our results reveal that the distribution and interactions between the pluripotency TFs and
chromatin change during the cell cycle, in a TF dependent manner. Additionally,
differentiation signals received during the G1 phase trigger massive changes indleam
organization of the pluripotency TFs and their interactions with chromatin during the
subsequent Earl$ phase, only 4 hours after the induction of differentiation.

In particular, Earhs cells exposed to differentiation signals in the preceding G1 phase showed
a significantly lower number of OCT4 and SOX2 condensates compared to undifferentiated
EarlyS cells. As condensates are functionally linked to sepBancer(SE) activity, and both
OCT4 and SOX2 are associated with their regulation, the decrease in the number of
condensates could be related to a subsequent loss of activity in SEs essential for maintaining
pluripotency.

Moreover, we observed that an increase in the epigenetic mark H3K27me3 promotes a
significant decrease in the number of OCT4 condensates, similar to the observations in
induced ES cells

Furthermore, we observed longer lasting interactions of OCT4 and SOX2 with the chromatin
in cells induced to differentiate, possibly associated with a previously reported chromatin
reorganizationin this time window. We speculate that this redistribution in-dFfffomatin
interactions may be related to their role as pioneer TFs.

Finally, we observed an almost opposite behavior for NANOG, consistent with its role as a
naive pluripotency transcription factor. Specifically, we detected faster interactions between
NANOG and chromatin in Eafly phase cells exposed to differentiatiomrals in G1,
suggesting a decrease in NANG@Bomatin interactions, thereby triggering the
downregulation of pluripotencyelated genes.

In conclusion, this work provides new insights into gene regulation during pluripotency
maintenance throughout the cell cycle and sheds light on how pluripotency TFs regulate the
exit from the naive pluripotency state and cell fate transitions.

Keywords (in alphabetical order)cell cycle, chromatin, condensates, differentiation,
dynamics, embryonic stem cells, fluorescence correlation spectroscopy, foci, NANOG, nuclear
distribution, OCT4, pluripotency, SOX2, transcription factor.
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Introduccion

1. Células Madre

Las células madre se distinguen de otros tipos celulares por tener dos propiedades
fundamentales: la capacidad de autorrenovarse, que implica que pueden dividirse y originar
células hijas idénticas entre si y con la célula progenitora, y la capacidagmadarse, 1o

gue significa que pueden experimentar un cambio fenotipico y especializarse para cumplir
una funcion especificéll). Estas propiedades hacen que, en el contexto adecuado, estas

células puedan generar otros tipos celulares, por lo que son fundamentales durante el
desarrollo embrionario, la regeneracion y mantenimiento de los tejidos en el adulto.

Las células madre tienen enorme potencial en la medicina. Estas células ofrecen la promesa
de tratamientos para una amplia gama de enfermedades incluyendo la diabetes, afecciones
cardiacas y enfermedades neurodegenerativas, entre of2ed4). Ademas, son una gran
herramienta para la generacion de modelos de patologias y para la evaluacion de nuevos
farmacog(5,6)

Por otro lado, la utilizacion de células madre como modelo experimental es de gran interés
en diferentes areas de investigacion. Las células madre permiten un estudio detallado de la
diferenciacion contribuyendo a la comprensién de los procesos de ddsayn@generacion

de distintos organismos. Ademas, estas células son un excelente sistema para el estudio de
los mecanismos moleculares involucrados en la regulacidén de la expresion génica que define
la identidad celular.

En resumen, las células madre tiene un gran potencial para diversas aplicaciones en medicina
y la biologia del desarrollo, representan ademas un sistema de gran interés para la
investigacion cientifica. En consecuencia, comprender las bases molecularegglaa las
propiedades fundamentales de las células madre es de sumo interés tanto para la ciencia
bésica como aplicada.

En este capitulo introduciremos aspectos relevantes de las células madre en general y de las
células madre embrionarias (CME) de ratdn en particular, ya que son el sistema de estudio en
este trabajo de tesis. Analizaremos ademas los mecanismos que réagplanipotencia y el
proceso de diferenciacion.

12



1.1 Desarrollo embrionario y tipos de células madre

Uno de los grandes interrogantes de la biologia ain no completamente elucidado es como se
forma un organismo completo a partir de la fertilizacion de una sola célula. El desarrollo de
un organismo implica una notable diversificacion y especializacionaceduttraves de
procesos complejos altamente coordinados. Los mecanismos celulares y moleculares que
regulan la especificacion hacia los diferentes linajes constituyen un extenso campo de
investigacion.

Tras la fecundacion, el cigoto en mamiferos progresa a través de un proceso conocido como
segmentacion, en el cual se suceden una serie de divisiones mitéticas que culminan en la
generacion de un mayor nimero de células denominadas blastomeros.

Enla Hgura 1.1 sanuestran sucesivas divisiones en el cigoto de ratén que dan lugar a un
embridén temprano de 8 células. En dicho estadio, se produce la compactacion, proceso en el
cual las células se agrupan y maximizan el contacto entre ellas. La siguiente division genera
embriones de 16 células que adquieren el nombre de morula. Esta estructura consiste en un
pequefio grupo de células internas, que luego formaran parte del macizo celular interno
(MCI), y un grupo externo de células cuya progenie forrparée del trofectodermo (TE).
Posteriormente, ocurre la cavitacion que da origen al siguiente estadio, el blastocisto,
compuesto ya por la capa externa de células que componen el TE que tienen un rol vital en la
implantacion en el atero matern(v)y el MCI que dara lugar al embri{®). Asi la distincién

entre células del TE y del MCI representa el primer gran evento de diferenciacion en el
desarrollo embrionario. Por ultimo, justo antes de la implantacion del embrion en el Utero
materno, se segregan dos capas a partir del MCI: el laptib(endodermo primitivo), que
contribuye al tejido extraembrionario, y el epiblasto (ectodermo primitivo), del cual derivan
todas las células del organismo adulBq10). De esta forma, todos los tejidos del embridon se
generardn como consecuencia de la proliferaciéon, diferenciacion y reorganizacion de las
células deMCI FHgura 1.1).
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cigoto 2 células 4 células 8 células morula blastocisto  blastocisto
temprano tardio
E2.0 : ! E3.5 E4.5

Potencial de desarrollo
Diferenciacion

Figura 1.1. Desarrollo embrionario temprano de ratdke muestran imagenes de embriones
tempranos de raton, en distintos estadios del desarreltobrionario temprano, identificando los
distintos tipos celulares y los dias desde la fecundacion (EO.5, por ejemplo, es el dia 0.5 desde la
fecundaciéon del embrién). En la moérula, se distinguen las células que daran origen al TE (verde) de
aquellas que dan origen al MCI (violeta). En el blastocisto, se distinguen las células que daran origen
al hipoblasto (azul) de aquellas que daran origen al epiblasto (rojo). Adaptado de Scheddd EX

H desarrollo del embrion esta dado por la proliferacion de diferentes tipos de células madre
(12). A medida que transcurre el desarrollo, las células del embrién se diferencian y se
comprometen hacia un linaje particular, perdiendo progresivamente su capacidad de
diferenciarse a todos los tipos celulares. |&rFigura 1.%5e muestran diferentes tipos de
células madre clasificadas segun su potencial de diferenciacion, es decir, segun la cantidad de
linajes o tipos celulares especificos que pueden derivar de cada una de ellas.

El cigoto y los primeros blastémeros son totipotentes, lo que significa que tienen la capacidad
de dar origen a un organismo completo y formar los tejidos extraembrionarios. Las células del
MCI son pluripotentes, ya que tienen la capacidad de generar tlmdogpos celulares que
conforman el individuo pero no aquellos que conforman el tejido extraembrionario. Por
ultimo, en el organismo adulto, se encuentran células madre adultas, las cuales poseen la
capacidad de generar poblaciones de células terminatendifierenciadas de algun tejido en
particular, propiedad conocida como multipotencia. Por ejemplo, las células madre
hematopoyéticas son capaces de dar origen a todos los tipos de células sanguineas.
Finalmente, estan las células oligopotentes y unipatsrjue son progenitores con capacidad
mas acotada. Incluimos en el esquema las células terminalmente diferenciadas que no son
células madre porque no tienen capacidad de diferenciarse naturalmente hacia otros tipos
celulares.



s Células Madre Embrionarias
3 (CME)

|
y @ @ PLURIPOTENTE
L

Células Madre Adultas
MULTIPOTENTE

Progenitores

‘ OLIGOPOTENTE
9 - o
@ oo .2

Células terminalmente diferenciadas

Figura 1.2. Tipos de células madre y su potenciatiferenciacién A medida que un organismo se
desarrolla, disminuye el potencial de diferenciacion de las células que lo componen. El cigoto tiene la
capacidad de generar un organismo enteroppr lo tantg es totipotente. Las células madre
embrionarias son pluripotentes dado que pueden generar todos los tejidos del organismo, y las células
madre adultas pueden diferenciarse a algunos tipos celulares por lo que son clasificadas como
multipotentes, oligopotetes o unipotentes, segun el caso. Figura adaptii@osenting(13).

1.2 Celulas madre pluripotentes

Las células madre pluripotentes (CMP) presentan una notable capacidad de diferenciacion ya
gue, como mencionamos, pueden diferenciarse a todos los tipos celulares presentes en un
individuo adulto.

Existen diversos tipos de CMP que pueden ser obtenidas y clasificadas segun su origen celular,
dentro de las cuales destacamos las mas comunmente utilizadas en estudibo, en
particular, las células madre embrionarias (CME) y las células madre epiblasticas (EpiSC), que
provienen del MCl y el epiblasto, respectivamente.

El estado pluripotente abarca un periodo limitado en el desarrollo embrionario y disminuye
gradualmente a medida que progresa la diferenciacion. Este periodo de pluripotencia es un
continuo (Figura 1.3 donde la transicion esta regulada por diferentes mecanismos
evidenciados por marcas epigenéticas y programas transcripcionales que se modifican
durante el desarrolld12,14;16).

En este contexto, el epiblasto pimplantatorio esta compuesto por una poblacion uniforme

de células que aun no muestran inclinacion hacia la diferenciacién de linajes especificos. A
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este estadio se lo conoce conmaivey se considera que representa el estado basal del
desarrollo, conocido en el campo commund state(10,17)

Después de la implantacién, el epiblasto se ve expuesto a una variedad de factores
provenientes del hipoblasto y del TE, tales como los factores de crecimiento del fibroblasto
(FGF) y proteinas morfogénicas 6seas (BMP), entre @t8)sEsta exposicion lleva a que las
células empiecen a especificarse segun su ubicacion en el epiblasto, dando lugar a una
poblacién de células con propiedades heterogéngl; este estado de pluripotencia se
denominaprimed. Es destacable que las especificaciones de estas células no son definitivas
(7)y pueden manipularse y revertirse artificialmente mediante el trasplante celular a otros
embriones(20).

En los dltimos afios se ha estudiado la transicion entre la pluripoteati@y primedy se

pudo determinar, tanto in vitro como en embriones de ratdn, la existencia de células en un
estado intermedio de pluripotencia a las que se conoce como céilastivas (21¢23).

Estas células eexpresan marcadores de pluripotenaiaivey primed y se considera que
estan en un estadio intermedio de pluripotencia con alta plasticidad. A partir de estos
estudios(14,24) se propone que las CMRiiveno responden a sefiales de diferenciacion
directamente sino que deben transitar al estado formativo para hacerlo; en dicho estado,
pueden establecer un nuevo prograrranscripcional (Figura 1.3).

Finalmente, con la gastrulacion, se forman las tres capas embrionaedermo,
mesodermo y ectodermoy las células se comprometen a tejidos particulares perdiendo, en
consecuencia, la pluripotenci@5). Las células germinales primordiales (CGP) constituyen
una excepcion a esta regla ya que contindan siendo CMP en el organismo(a6lilto

Naive Formative

Primed

E5.5 Epiblast
E4.5 Epiblast £
MES cells in 2iL Rex1 ..GFP low cells
EpiLCs
E6.5-7.5 Epiblast
mEpiSCs

Figura 1.3. Etapas de la pluripotencia durante el desarrollo embrionakb estado pluripotente
incluye CME en estadwive las cuales se capacitan hasta el estado formativo, el cual rapidamente
pasa a un estadprimed a partir del cual las células pueden comprometerse a distintos linajes.
Adaptado de Kinoshita edl. (14).
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Por ultimo, ademas de los diferentes tipos de CMP provenientes de diferentes estadios
embrionarios, actualmente es posible generaritro CMP a partir de células terminalmente
diferenciadas.

En un hito histérico que condujo al premio Nobel en el afio 2006)Vestigadores Takahashi

y Yamanaka reportaron la primera generacion de estas células madre pluripotentes inducidas
(CMPi) a partir de células somaticas de raton mediante la expresion ectépica de cuatro TF:
Oct4, Sox2, Klf4 yMyc (27).

Estas células son muy similares a las CME en cuanto a su expresion génica, perfil epigenético
y potencial de desarrollo. Un afio después, se obtuvieron resultados similares a partir de
fibroblastos humanog28,29) Hasta ese momento, la obtencion de CMP involucraba la
destruccion del embrién del que provenijda que conlleva un debate bioéti¢B0), por lo

que el descubrimiento de las CMPi abri6 la puerta a un sinfin de lineas de investigacién en
todo el mundo, generando asi nuevas perspectivas para la aplicaciéon de CMP.

1.3 Células madre embrionarias y su mantenimiento en
cultivo celular

En 1981, Martir{31)y Evang32), lograron por primera vez aislar células madre embrionarias
(CME) a partir del MCI de blastocistos de raton y mantenerlas en estado pluripotente en
cultivo celular Figura 1.4) Estas ceélulas presentan las caracteristicas de las células del

epiblasto preimplantatorio y pueden ser reintegradas en blastocistos de raton
contribuyendo a un desarrollo normg?3).

TE

MCI

Figura 1.4. Esquema de la obtencién de CMEitro. Obtencion de CME a partir del MCI de un
blastocisto de ratén. En el blastocisto se sefialan el trofectodgif&)y el macizo celular interno
(MCI)
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Para preservar CMIa vitro, los primeros trabajos en el area cultivaban las células sobre una
capa de fibroblastos feeder layer Los fibroblastos secretan factores (en ese momento adn
no identificados) que permiten mantener a las CME en un estado pluripotente.

Estudios posteriores determinaron que la citoquileakimia inhibitor factor(LIF), puede
reemplazar a la capa de fibroblastos. LIF activa las vias de sefializacion JAK/STAT3, PI3K/AKT
y MAPK(34)involucradas efta regulacion de la expresion génica de GBEY que inducen

la transcripcion de genes de pluripotencia, como Nanogny€(1,36)preservando a las CME

en estado pluripoterg (Figura 1.5)En particular, al activar la via JAK/STAT3, el TF STAT3
transloca al nucleo induciendo la expresion de genes clave del mantenimiento de la
pluripotencia y reprimiendo genes asociados a la diferencig@®nA su vez, al activar la via
tLoYK! Y¢ LINAYOALITtYSYUGS &S AyKAO0S fI jdzAyl a
Nanog, Thx3 y-@yc(38).

Por otro lado, el suero fetal bovino (SFB) contiene BMP4, factor que induce la expresion de
una serie de genes denominados Inhibidores de la diferenciacién(39)& inhibe la via de
ERK, la cual es activada autécrinamente y conduce a la diferenciigjora(1.5)

La combinacion de SFB y LIF simplificé el cultivo de CME preservando su pluripotencia sin
necesidad de mantener el cultivo sobre una capa de fibroblastos. Actualmente las placas de
cultivo son sdlo tratadas con gelatina para favorecer la adherencia deM&g40,41) Es
importante destacar que las células en estas condiciones de cultivo presentan una alta
variabilidad en la expresion géni@).

Hoy en dia, las CME se cultivan en presencia de dos inhibidores (2i), PD0325921 y CHIR99021,
los cuales sogrelectivos para las quinasas MEK y GSK3, respectivarfenisa(1.5)Las CME
cultivadas en 2i muestran una homogeneidad notable en términos de expresion génica y
morfologia, especialmente si se suministra LIF adicionalmente y aun en presencig4(&).SFB

Se considera que las CME cultivadas en estas condiciones se encuentran en ugrestadio

similar a CMPnaive del epiblasto del embrion de rato(7). En este trabajo de tesis,
utilizaremos esta condicién (2i + LIF) para el cultivo de CME en estaado

18



PD0325901

CHIR99021 j

MEK
GS-K-3 — Red de TF de Red de TF de’ * SFB
— PLURIPOTENCIA | | DIFERENCIACION |« ERK I_(BMP a)

\
PI3K/AKT V

LIF JAK/STAT3

Figura 1.5. Esquema simplificado del mantenimiento de la pluripotencia en cultivo celul&ractiva

las vias de sefializaciGAK/STAT3 y PI3K/AIEEta Ultima vigunto con CHIR99021 inhiben GSK3 y
evitansuaccion inhibitorissobre la red de TF de pluripotencia. PD0325901 y SFB inhiben la via de MEK
y ERK y ewh la activacion de esta via sobre la red de TF de diferenciacion.

1.4 Factores de transcripcion de pluripotencia

La preservacion de la pluripotencia esta controlada por una gran red de regulacién génica,
RANAIARE LINAYOALIfYSYy(dS LRN 28 ¢C corédéns { 2E
LI dzNAR LI2 6 SYOAlF ¢ ®d 9adG2a ¢C RSFAYSy fI NBR (N
mantenimiento del MCI durante el desarrollo embriongddc47). Especificamente, inducen

genes que promueven la autorrenovacion de CMP y reprimen aquellos involucrados en los
procesos de diferenciaciqi6).

OCT4 es codificado por el gen Pou5f1, también denominado Oct4, y en el raton se expresa
exclusivamente en los blastémeros totipotentes, en el epiblasto pluripotente y en las células
germinales primordiales (CG@RB). Su rol es crucial en el establecimiento y mantenimiento

de la pluripotencia. Se ha observado que la ausencia de este TF en embriones impide la
formacion del MCI ya que las células se diferencian a trofectodé48)oDe manera similar,

las CMEN vitro son muy sensibles a variaciones en los niveles de expresion de este TF: la
disminucién del mMRNA de Oct4 a la mitad es suficiente para inducir la formacion de células
del TE, mientras que su sobreexpresion promueve su diferenciacion a células del mesodermo
0 endodermo(50).

Sox2 se expresa en el MCI y el ectodermo extraembrionario de blastocistes pre
implantatorios(51). Al igual que ocurre para Oct4, los embriones carentes de Sox2 no forman
MCI y las CME deficientes en Sox2 se diferencian a células @) TEsta similitud en los
fenotipos producidos por la pérdida de Sox2 y Oct4 se atribuye a la accion sinérgica de estos
TF sobre diversos genes especificos de las CME, incluyendo ellos (bi8tB83% Estos TF

son capaces de formar heterodimeros sobre diversos sitios blanco en §bRNA
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El tercer miembro de los TF centrales para la regulacion de la pluripotencia, Nanog, fue
descubierto en la busqueda de factores que pudieran mantener la autorrenovacién de CME
en ausencia de L{B9,60) Al igual que para Oct4 y Sox2, los embridirexckoutpara Nanog

no forman MCI(47), sin embargo, se lograron establecer CMEvitro que mantienen su
estado pluripotente y son capaces de diferenciarse a pesar de la interrupcion de la expresion
de Nanog(60,61) En este sentido, se postula que Nanog es dispensable una vez que se
alcanza el estado pluripotente, si bien es necesario para adquirir dicho e$6ijo
Comparado con Oct4 y Sox2, la expresion de Nanog en el embridn se encuentra mas
restringida a un estadio de pluripotenaiaive(47,62)y sus niveles de expresion en CME

vitro disminuyen en etapas muy tempranas de la diferencia(24d:)

LaFigura 1.6nuestra la progresion en la presencia de los distintos TF de pluripotencia desde
CME naive hasta el compromiso con algun linaje celul@2). Como mencionamos
previamente Seccion 1.p el estado de pluripotencia no es Unico sino que es un continuo
regulado, entre otras cosas, por diferentes programas transcripcionales.

La fase inicial de este proceso esta definida por una disminucion de TF como Nanog, Tfcp211
y Esrrb que genera un estado reversilfi3). Luego, las células alcanzan un estado de
transicion caracterizado por la presencia de Oct4 y Sox2 y la ausenciar@éve fpor
ejemplo, Nanog) y de marcadores de linajes (Por ejemplo, Brn2). En la fase de pluripotencia
primed aumenta la expresién de marcadores de linaje y las células se preparan para
comprometerse con algun tipo celular. Estas células finalmente abandonan la pluripotencia y
se dirigen hacia linajes definitivos como progenitores neurales, caracterizados por la
expresion de Sox2 y Brn2pwesodérmicos, caracterizados por la expresion de Oct4 y Sox17,
entre otros.

\
/ Brn2

Sox2 J
@@ —_— Oct4 e /
Sox2

- @@ a “ . @
(o)™

Pluripotencia Fase Estado de Pluripotencia

Naive reversible transicion Primed e s
Especificacion

de linages

Figura 1.6. Progresion de la expresion génica de CME desde el estadehasta el compromiso

con un linaje especificd-os circulos celestes y rojos representan la expresion de TF caracteristicos de
la pluripotencia o diferenciacion, respectivamente. El color mas intenso representa mayores niveles
de expresion. Adaptado de Martello y Sm(i@2).

En los ultimos afios, los métodos que permiten analizar de manera global la distribucion de
los TF a lo largo del genoma han revelado que OCT4, SOX2 y NANOG comparten un
considerable numero de genes blan(®¢66). Ademas, estos TF se unen a sus propias
regiones promotoras, ejerciendo una regulacion positiva sobre si mismos y entr¢6dtjos

66). Aproximadamente la mitad de los genes que son blancos de OCT4 también lo son de
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SOX2, y el 70% de estos genes también estan regulados por NANOG. En conjunto, como ya
mencionamos, estos tres TF conforman el nacleo de la red regulatoria de transcripcion en
CME (Figura 1.7).

' Trofoectodermo
. -Ho dl
-
:

<«—— BPousSiD = .
D=
Hoxbl
**@: __&D
e
1 <
Sall4) Gon2 )
S
&3 Endodermo
Auto-renovacion foxasy
y pluripotencia Gataé )
Diferenciaciéon

Figura 1.7. Esquema representativo de la regulacion génica dada por Oct4, Sox2 y atag) .TF
soncentrales paraina compleja red regulatoria. Inducen su propia expresion y la expresion de otros
genes requeridos para la pluripotencia de CME. Ademas, reprimen genes que promueven la
diferenciacién hacia distintos linajes. Los Ovalos representan los genes y los luesxdg®proteinas.
Adaptado de Macarthur et a67).
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2. Organizacion espacial de la transcripcion

2.1 Organizacion de la cromatina

La organizacién d&NA en el nacleo celulas jerarquica en diversas escalas espaciales que
van desde la disposicibnanométricade los nucleosomas hasta la formacién de dominios
topologicamente asociados (TAD) y compartimientos nucleades dimensiones
micrométricas Esta organizacion cumple un papel fundamental en la regulacion de diversos
procesos nucleares que involucran al DNA, en particular, en el proceso de transcripcidon
(68,69)

En los ultimos afios se han producido grandes avances en el conocimieatorgariizacion
tridimensionalde la cromatina posibilitados por @ésarrollo denovedosasécnicascomoHi-
C(70,71) GAM, SPRITE y GRROR72), las cualegpermiten mapear interacciones entre
diferentes regiones del DNA en todo el genoiar otra parte, desarrollos en el area de las
microscopias de fluorescencia y electronica permitieron identificar compartimientos
nucleares y obtener la posicién de regiones especificas en el nucleo a nivel de célula Unica,
tanto en células fijadas (DNASH y microscopia de expansion de cromatina) como en células
vivas (métodos basados en la tecnologia CRISRRB) Estas técnicas han revelado que el
genoma estdorganizadoen compartimientos funcionales y estructuras definidas que
modulanla actividad génica.

La Figura 2.&squematiza los diferentes niveles de organizacion de la cromatina, los cuales
seran descriptos con mayor detalle a continuacion.

Dominios Topoldgicamente

Cromatina
Asociados (TAD)

Territorios cromosémicos

Cromatina accesible
Eurocromatina

TAD en TAD en
compartimiento A compartimiento B

Nucleolo

300nm\
Compartimientos
A/B Cohesina
CTCF

Cromatina compactada
Heterocromatina

Compartimientos A/B Loops DNA

Figura 2.1. Organizacion 3D de la cromatiBa.representa la organizacion de la cromatina dentro del
nacleo celular. De izquierda a derecha, cada circulo representa una region ampliada de la region
anterior. Adaptado de Kalukula.etl. (74).

22



H nivel mas bésico de la organizacion de la cromatina es el nuclepsbmal se forma por
la interaccién de segmentos @proximadamente 30 pares de basede la cadena d®NA
con un octamero de proteinas denominaddstonas cada nucleosoma esta compuegtor
dos copias déas histona$i2A, H2B, H3 y H45).

Los nucleosomas no solo empaquetan el DNA de manera eficiente, sino que también juegan
un papel crucial en la regulacion de la accesibilal&NAde los TFy otras proteina$68,69)

La modificacion postraduccional de las histgnaluyendo sumetilacion, acetilacion y
fosforilacionen diferentes aminoacidos de las colagelkninal de las diferentes histonas,
puede modular la estructuralocal de la cromatinasu accesibilidagt, por ende regular la
expresiongénica(76,77) como veemos masadelante (Seccion 2.2.1).

La unidad tridimensional ma&s pequefia de organizacién de la cromatina sdoolus
estructuras3D que promuevenque elementosdistantesen la secuencia lineal del DNA
puedan interactuar fisicamente en el espacio tridimensional del nuclRor ejemplo, la
formacion deloops facilita las interacciones entre promotorgselementos regulatorios
distales(78) como los enhancerslos cuales sorsecuencias regulatorias quaodulan la
transcripcion de genesspecificoy pueden estar ubicados a varios kilobases de distancia de
sus gene®lanco(79). Esta interaccion fisica permite que 6By otros moduladores de la
expresion génica actien de manera eficiente, promoviendo o reprimiendo la transcripcion
segln sea necesario.

A mayor escalael genoma esta subdividido en dominios topolégicamente asociados (TAD)
los cualesson regiones contiguas del genoma gpeesentan una alta frecuencia de
interacciones internas pero pocas interacciones con regiguesse encuentrariuera del
dominio (80). Las interacciones entre regiones regulatoryapromotoras se ven favorecidas
dentro deun mismoTAD, mientras que las interacciones de un prometoun dado TADon
regiones que se encuentren fuera del miss®ven desfavorecidg80). Esta organizacion
espacial contribuye a la regulacién coordinada de la expresion génica dentro de cada TAD

En un nivel mayor derganizaciorde la cromatina, se encuentran los compartimientos Ay B
(70). Los compartimientos A estan asociados con regiones de cromatina@etiaomatina,
son regiones ricas en genes se encuentran frecuentemente en un estado
transcripcionalmente activg tienden a exhibir niveles mas bajos de compacta(i&) En
contraste, los compartimientos B corresponden a regiones de cromatina inactiva
heterocromatinatienen poca cantidad dgenes y suelen estar mésmpactados, actuando
como barreras para la maquinaria transcripcio(@8,81) Este patron de compartimientos
define grandes areas del genoma con funciones reguladoras distintas y especificas.

Por ultimo,cada uno de los cromosomas dentrel dhiicleo en interfas@cupan regiones
discretas oterritorios cromosomicos considerados el nivel mas extenso (en términos
espaciales) de organizacion de la cromati®2) Estospresentan posiciones preferenciales
dentro del nucleo que dependen de cada tipo celular y que estan conservadas entre distintas
especieg79).
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2.2 Modulacion de la accesibilidad de la cromatina

La capacidad de diferentes proteinas de acceder a regiones especificas en la cromatina no
depende unicamente de la organizacion tridimensional de la misma sino de otros factores
gue pueden alterar localmente esta accesibilidad. A continuacion, descritsrerasemente

la relevancia de las marcas epigenéticas y TF con actividad pionera, topicos particularmente
relevantes para este trabajo de tesis.

2.2.1 Modificaciones epigenéticas

Las modificaciones epigenéticas incluyen modificacignésicas a nivelelashistonaso del

DNA queno alteranla secuencia ddDNA Estas modificaciones son heredadas luego de la
division celulary desempefian un papel relevante en la regulacion de la expresion génica
(83,84)

La epigenéticproporciona diferentes mecanismos detivaciono silenciamientale genes
especificos, contribuyendo a la definicién de los programas transcripcionales centrales para
la identidad celulaf85). Tal comoel DNA se hereda de una generaciéelulara la siguiente,
también los patrones epigenéticos se preservan durante la division cdkgde el inicialel
desarrollo fetal en el uteroA su vez, durante la diferenciacion celular, diversas sefales
promueven cambios en estas marcas, desempefiando un papel crucial en definir programas
transcripcionales especificos.

Particularmente, un mecanismo fundamental de regulacion epigenética es la metilacion del
DNA, proceso en el cual se une covalentemente un grupo metilo a la citosina formando 5
metilcitosina(86). Esto ocurre principalmente en regiones del DNA denominadas islas CpG,
las cuales presentaaito contenido de guanina (G) y citosina, (€& encuentrarterca de las
regiones promotoras y suefteprimir la expresion los genes asociad®s).

A nivel de las histonas, se pueden producir modificaciones postraduccionales (PTM, por su
sigla en inglés) en diferentes aminoacidos del extremieriinal de las histonas. Estas
incluyen, metilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, ubiquitinaciones, Cilddibnes,
citrulinaciones y ADRbosilaciones(88), que alteran localmente la compactacién de la
cromatinapor el reclutamiento de proteinas remodeladorasambios en las interacciones

nucleosomaDNA EstasPTM S RSY2YAY Il Y aYIl NOIFIa RS KAaadz2yl a

procesos como la replicacion del DNA vy la transcripcién génica.

Algunasmarcas de histonas se las conoce camercas activaga que suelen promover la
accesibilidad a la cromatina y, por ende, la activatr@mscripcional En contraste, lamarcas
represivagjeneralmente aumentan la compactacion local y promueven su silenciamiento. En
la Tabla 2.lenumeramos algunas de las marcas epigenéticas de histonas mas comunes, las
cuales seran de relevancia para este trabajo de tesis.
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Tabla 2.1. Resumen de marcas de histonas relevantes para este trabajo de tesis.

Algunas histonas se encuentran decoradas simultdneamente l&amarca activadora

H3K4me3d larepresiva H3K27me®9,93950 9 &Gl & YI NOIF asx RSYy2YAYI R
caracteristicas de CME; la mayoria de los dominios bivalentes estan presentes en genes
asociados con el desarrollo y se encuentran en un estado pagsa@ME. La combinacion

de estas marcas permite que estos genes puedan inducirse rapidamente ante ciertas sefiales

o silenciarse, frente a sefales que promueven la diferenciacion hacia otros ([@&)eEn

este escenario, H3K4me3 previene el silenciamiento permanente de los genes, mientras que
H3K27me3 asegura que los niveles de expresion génica se mantengafi-lupjos 2.2).

BIVALENT GENE SILENCED GENE

§

ACTIVATED GENE

Figura 2.2. Representacion metaférica de la funciébn de marcas bivalerffgslUn gen bivalente,
representado como un barco, esta listo para partir (vela arriba: H3K4me3) pero esté retenido (ancla:

l oYHTYSo0Z 2 [[dzS aS RSYy2YAyYyl aSadlR2 LI dzal R2£ @
vela se baja y el gen esta silencialdomanera estable (ancla: H3K27me3). (C) Si en cambio se levanta

el ancla, el barco puede partir lo que representa que el gen se activa rapidamente. Tomado de
Harikumar y Meshore{95).
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2.2.2 Factores de transcripcigumoneros

LosTFse unen a una pequeiia fraccion de sit®s blanco en el DNA estos eventos de
unién difieren entre los distintos tipos de célul@§). Los nucleosomas son impedimento

para la union de los TF porque una porcion de la superficie dél Mdidleosomal esta
estéricamente oculta, obstruyendo el acceso a $it®s de reconocimiento del TF. Sin
embargo, una clase de TF llamada factores pioneros puede superar este obdtudma

su capacidad Unica de unirs®dlAnucleosoma(96¢101) Los TF pioneros se unen a regiones
de cromatina cerradapromueven la accesibilidadocal del DNA y permiten queotras
proteinas, como TF no pioneros y remodeladores de cromatina, se unan posteriormente
(Figura 2.3).

Cromatina activa
Cromatina cerrada Cromatina abierta transcripcionalmente

Sitio de union

Figura 2.3. Actividad de TF pionerdsa forma verde representa a un TF pionero (PF) y la naranja a un
TF no pionero (no#PF). La cromatina se muestra en gris y negro, y el sitio blanco para el PF se marca
en rosa. Adaptado de Horisawa et.(@02)

La Figura 2.4 compilaalgunas de las propiedades de los TF pioneros, derivadas
fundamentalmente de ensayas vitro, que definirian su capacidad de unirse a nucleosomas
(96). Lamentablemente, diversasstudiosmostraronque estasconclusio®s nopueden ser
extrapoladas ni predecia actividadpionerain vivq por lo cual es un debate aln abiegbla
actividadpionera es una caracteristica intrinseda ciertosTFo si todos los TF tienen el
potencial de funcionar compionerosen ciertos contextos celular¢96).
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Figura 2.4. Capacidad de los TF pioneros de unirse a nucleosomas y regiones de heterocromatina
En todos los casos la forma naranja representa el TF pionero (PF) y la azul al factor no pionero (non
PF). La forma gris y negro representa un nucleosoma. (a) Algunos PF presentan afinidades similares
por el DNA nucleosomal o desnu(®®,103) Ko nucy Ko,onaSON las constantes de asociacion del PF con

el nucleosoma o DNA desnudo, respectivamente. (b) PF tiene constante de disociacién mas lenta de
los nucleosomas (kne) comparado con DNA desnudooi(kng (104,105) (c) Algunos PF tienen
dominios de unién al DNA que les permite unirse a nucleos¢h® a diferencia de los neRF. (d)

Los PF tienen capacidad de unirse a regiones nucleosomales no ex|§iegta68) Se representan

las zonas con las cuales cada TF puede interactuar (verde) o no (rojo). (e) En contraste ceRfQs non
algunos PF tienen la habilidad de acceder a regiones de heterocron{aifzl10) ya sea en
nucleosomas sin modificaciones (gris), con marcas activas (verde) o represivas (rojo). Adaptado de
Stoeber et. al(96).

Una vez que los TF pioneros se unieron a nucleosomas y regiones de cromatina compacta,
promueven su apertura por distintos mecanismos, incluyendo pbsieionaniento de
nucleosomag/o la promocion del reclutamiento detros modificadores de cromatinao-
reguladoresy otros TH111) En este sentido, las ventanas temporales de interaccion entre
los TF pioneros y la cromatiflgigura 2.4 a y b) pueden ser fundamentales para la actividad
pionera. Por ejemplo, tiempos largos de residende&a los TF pionerosen sus sitios de
interaccidon con DNA nucleosomal pueden facilighrreclutamiento de coactivadores o
remodeladores de cromatinggromoviendo el aumento daccesibilidad96). En linea con
esta premisaexperimentos denicroscopia de fluorescencia (Seccién Baf) mostrado que

TF pioneroxomo FOXA1, Rebl, OGTGAF difundemomparativamentemas lenb en el
nucleo celular debido a su interacciéon con nucleoso(®8s100,104,110)AdemasfFOXALl y
SOX2, difundern regiones de cromatina condensada a diferencia de TF no piofidr®s

Por ultimo,Vanzan et. al113)reportaron recientemente que algundd-pionerosactuarian
por otros mecanismos, previniendo Haetilaciéno indudendola demetilacién deDNA. Un
ejemplo de este mecanismo alternativo es el TF de pluripotencia SOX2, que, durante la
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replicacion del DNA, interfiere con la actividad de la demetilasa DNkHitiendo la
metilacionde los sitios blanco y promoviendo la apertura de la cromgtiag)

2.3 Organizacion heterogénea del nucleo celular

Una de las propiedades biofisicas mas llamativas del ndcleo es la presencia de diversos
compartimientos con funciones especificas y que no se encuentran separados del entorno
por membranas biologicgd14,115) En esta seccidon describiremos los aspectos centrales de

la formacion deestas estructurasque inicié una reevaluacion de la organizacion funcional

del nacleo celular.

2.3.1Condensados liquidos

Hace décadasse creia que la mayoria ths biomoléculase distribuiarhomogéneanente

en el espacio nuclearon algunas excepciones como la de los componentessttacturas
talescomoel nucléolo H desarrollode nuevas tecnologias en los ultimos afios ha revelado
gue muchasbiomoléculas no estan distribuidas homogéneameeateel nucleo Figura 2.5),

si no que formarian estructuras denominadagenéricamenteorganelas sin membrana o
condensado$114,115)

Superenhancers Speckles Insulation Polycomb bodies Heterochromatin Nucleoli
gene activity splice factors loop anchors gene repression gene repression  rRNA biosynthesis
(MED1) (SRSF2) (CTCF) (CBX2) (HP1a) (FIB1)

Figura 2.5. Condensados nuclearé®agenes de inmunofluorescencia en CME de raB@nobserva
la cromatina marcada con Hoeschst (azul) y las proteinas en estudio (verde). Los condensados estan
indicados segun su nombre, funcién y la proteina observada. Adaptado de Saba(iléb)al.

En los dltimos afog117¢121) se ha propuesto que la formacion de muchos de estos
compartimientos tendria su origen en un proceso de separacion de fases Higudio

(LLPY LaFigura 2.6 esquematiaan diagrama de equilibrio de fases liquidas obtenido para
una solucion acuosa de una biomolécula dada, donde se representa las propiedades del
sistema en funcion déa concentracionde la biomolécula y variables del entorno como la
temperatura, la fuerza ionica y el pH. El punto 1 en el diagrama muestra una condicion en la
cual el sisgma presenta una sola fase; a medida que aumenta la concentracion (puntos 2y 3
en el diagrama), las biomoléculas se distribuyen entre dos fases, una de las cuales se
encuentra mas enriguecida en dichas moléculas. Cuando esta fase se encuentra en baja

proporcion se distribuye en estructuras esféricas denominadas condensados liquidos, los
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cuales pueden aumentar su tamafio con la concentracion, al incorporar nuevas moléculas o
por coalescencia (punto 3 en el diagrama).

U

2 A

T

Q

8 | Unafase

C

RS

g 1

O |- foee- e S e
=)

L V-

©

= Dos fases

)

©

()]

£

] R »
= Concentracion

Condensado liquido

Figura 2.6. Esquema de un diagrama de fases liliigioido durante la formacién de condensados

La separacion de fases es una funcion de la concentracion y de ciertas propiedades del entorno, tales
como la temperatura, la fuerza iénica y el pH. Dentro del area celeste, coexisten dos fases, una de las
cuales se organiza en pequefias gotas esféricandensados liquidos. Adaptado @ao et. al(122)

Muchos estudios demuestran que las biomoléculas implicadas en el proceso de LLPS son
multivalentes, incluyendo acidos nucleicos y proteinas con regiones intrinsecamente
desordenadas (IDRs) que establecen una red de interacciones débiles y transitorias que
estabilizan estos condensad(kl6,123125)

A pesar de la gran relevancia de este modelo en el campo de la biologia celular, aun no hay
un consenso en cudles son los ensayos requeridos para determinar que un dado
compartimento nuclear es un condensado liqui®6,127) Ademas, se han planteado
modelos alternativos para explicar la formacion de compartimentos subnucleares, que no
requieren de LLP@26¢129)

Por lo tanto, en este trabajo de tesis utilizamos el término condensddcuspara referirnos
a estos compartimientos, sin implicancias acerca del mecanismo molecular que impulsa su
formacion.
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2.3.2 Condensados transcripcionales

Muchas de las moléculas involucradas en la transcripcién, como las RNA polimerasas (RNA
pol), RNA, cofactores y varios TF, se distribuyen de manera heterogénea en el nucleo celular
y concentran en condensad¢s30;133) Ademas, muchas de las proteinas de la maquinaria
transcripcional, incluyendo RNA po(1B4) TBP(135) BRD4136) YAR137)y OCT4138)

pueden formar condensados liquidos en solucién. Esta evidencia condujo a la hipotesis de
gue la maquinaria transcripcional puede formar condensados a los que comunmente se
conoce como condensados transcripciongE34¢136,138,139)

La Figura 2.7muestra uno de los modelos vigentes para la formacion de condensados
transcripcionales, que incluye un paso inicial de unién de TF a secuencias especificas de DNA
seguido por el reclutamiento de otras proteinas involucradas en la transcripdi@vés de
interacciones multivalentes débiles, que dan lugar a la formacion del condensado
transcripciona(138,140,141)

e= DNA

Sitio blanco
del DNA

/ TF

Coactivadores

ﬂ Magquinaria
Transcricpcional
N

Figura 2.7. Modelo de formacion de condensados transcripciondles TF se unen a sus sitios blanco

de unién al DNA, promoviendo el reclutamiento de otras moléculas como coactivadores, RNA pol Il y
otros componentes de la maquinaria transcripcional, que llevan a la formacién de condensados
transcripcionales y puedaromover reorganizaciones locales de la cromatiramado de Oses et. al.

(142)

Los condensados pueden regular la concentracién de moléculas y, por lo tanto, controlar la
cinética de reacciones bioquimicas dentro de la célula. En particular, pueden concentrar
reactivos y acelerar reaccion€$43;145) secuestrar reactivos e inhibir reacciones que
ocurren fuera del condensad@46,147) o actuar como reservorios de moléculas, regulando

la concentracion de estas moléculas en la c&li4&B)

En este contexto, se ha reportado que los condensados pueden contribuir al control de
diversas etapas de la transcripcion génica, incluyendo la formacién de complejos de
preiniciacion, la pausa y elongacion transcripcional, la formaci@uperenhancergSE)Y el
procesamiento de mMRNA49,150) A su vez, las reacciones bioquimicas que suceden durante
la transcripcién pueden modular la composicion y propiedades de dichos condensados. Por
ejemplo, la fosforilacion de la serina 2 en el domini@i@inal de Pol Il promoveria la salida

de las moléalas de esta polimerasa de los condensados de iniciacion y su incorporacion a
condensados de elongacion y procesamigfitol)
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Ademas, la formacién y disoluciébn de condensados transcripcionales actuaria como un
mecanismo de retroalimentacion controlando las rafagasrgty transcripcionales. Se ha
propuesto recientement¢152)que las moléculas de RNA produadarante el inicio de la
transcripcion reclutarian otras moléculas relevantes para el proceso por interacciones
electrostéticas débiles promoviendo la formacion de un condensado. A medida que la
transcripcion avanza y se generan nuevas moléculas de RNA, se produce un desbalance de
carga en elendensado que promueve su disolucion y el fin de la rafaga transcripcional.

Por otro lado, los condensados transcripcionales pueden regular la expresion génica
modulando la estructura de la cromatir{d53) La formacion de condensados liquidos de
ciertos TF fue vinculada a la reorganizacion tridimensional del genoma y a la activacién de
genes especificos durante la reprogramacion de células somatid#sl) la
transdiferenciacion de células B a macrofafiisb)y la leucemogénesid56) Ademas, los
condensados transcripcionales pueden incluir genes involucrados en funciones biologicas
similares en su estructura y asi favorecer su transcripcion, como ocurre con los promotores
de genes de mantenimiento en células de mamifdids’)y genes distales de respuesta al
estrés por calor en levaduré$58)

2.4 Dinamica de interaccion de los factores de transcripcion

Tradicionalmente, se pensaba qgles TF se uniasolamente a sus sitosspecificos como
parte de un complejo estable durante el tiempo que duraba la transcripcion d¢1§8r160)

Afios después, el desarrollo de técnicas como FRAP (del iihgbésscermre recovery after
photobleachingy FCS (del ingléliiorescececorrelation spectroscopgemostraron que los

TFse mueven rapidamente dentro del nuclde células vivag quela union de los TF sus
sitiosblancoesdinamica(161¢168) Mas recientement¢16%173), se utilizo SMT (del inglés,
Single moleculgacking) para cuantificar el tiempo que permanecen los TF unidos a sus sitios
blanco (tiempo de residencia) y se observd que los resultados no pueden ser interpretados
considerando un Unico tiempo de residencia, sino que se requiere considerar una distribucion
continua de afinidades que extienden dichos tiempos en una larga ventana tentpa#al

Este tipo de enfoque, utilizando metodologias que permiten visualizar moléculas involucradas
en la transcripciéen células viva@-igura 2.8) hanambiado el paradigm@e la transcripcion
alejandose de la idea de una uniéstable yduraderade losTF con el DNAacia una vision

en la que la dinamica de los yFsu organizacion en el ndcleo celudmtan intimamente
relacionadascon laregulacion dda expresion génica

En este contexto,axla vez hay mas evidenamicandoquela dinamica de interaccion de los
TFcon sus sitios blancactia como un mecanismo reguladide la expresion génicasi, la
transcripcion dependera del tiempo de interaccion-ORA y el nimero de moléculas
disponible para interactuar con elementos reguladores, el cual, a su vez, es definido por las
concentraciones locales y globales de los TF en la qdl6(y175,176) Por ejemplo, fue
reportado que dinamicas de intercambio mas lentas del receptor de glucocorticoides (GR) en
un promotor especifico, se correlacionan con una mayor sintesis de RNA desde ese promotor
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(164) También, se ha demostrado que tiempos de residencia mas largos de GR y mayor
proporcién de TF unido, resultan en rafagas transcripcionales mas prolongadas e iniciaciones
de transcripcion mas frecuentes, respectivamefit@3)

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
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Figura 2.8. Técnicas de microscopia en células vivas para estudiar la dinamica de factores de
transcripcion.(a) Esquema de un experimento de FRAP. Una region de interés (ROI) del nucleo se
fotoblanquea. Las moléculas fotoblanqueadas difunden y se recambian por otras moléculas
fluorescentes; el analisis de la recuperacion de la intensidad de fluorescencidRén (b) provee
informaciéon de la movilidad de las moléculas en estudite)(Esquema de un experimento de FCS.

(c) Se muestra una célula con moléculas fluorescentes en el nlcleo (magenta). En un microscopio
confocal o de excitacién por dos fotones, seogafel laser en una posicion del nicleo y se registra la
intensidad de fluorescencia en funcién del tiempo. (d) Ejemplo de traza de intensidad obtenida en un
SELINRAYSyili2 RS C/{d 06S0 CdzyOArAsy RS I dzi2O02NNBft I O
intensidad de la cual se puede obtener el tiempo de residencia promedio de una molécula dentro del
volumen de iluminacion. (f) Esquema de un experimento de Sl Ttilizan métodos para visualizar

un nimero pequefio de fluoréforog la proteina de interésesvisualiza como puntos limitados por
difraccion dentro del niclese colectan imagenes en funcion del tiempo y en cada imagen se localizan
las moléculas con precisibn nanométric@) Trayectorias representativas obtenidas de un
experimento de SMT. Adaptado de Wagh et(E60)
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2.4.1 Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS)

En este trabajo de tesis utilizaremos @t medir la dinamica de TF en células vipas lo
gue en esta seccion describiremos en mas detalletéstaicay su uso en estudios similares.

LaFigura 2.8 @squematizaina célula que expresa proteinas fluorescentes que difunden en
el nucleo celularLa forma mas basica de&CSequiere utilizar un microscopio confocal o de
excitacion por dos fotones, enfocar el laser en un punto limitado por difraccion seleccionado
por el usuario y registrala intensidadde fluorescencieen funcién deltiempo, con una
resolucion temporal en la escala de microsegunéioguta 2.8 &). Las fluctuaciones en dicha
traza dependeran de la difusion de la molécula géinteracciones con otros componentes
celulares; moléculas que difunden mas rapido permaneceran por tiempos mas cortos en el
volumen de observacién, en comparacion a aquellas que difundan mas lento.

Para obtener informacion de la movilidad del TF se calcula la funcién de autocorrelacion (ACF)
a partir de &s trazas de intensidgd 77,178)de acuerdo a
r 0 o

Ecuacion 2.1 5 O

donde G es la funcién de autocorrelacion, F es la intensidad de fluorescencia en funcion del
GASYLER (X _. Sa SHH&lA&YLR RYBlos@Rdiaiss tendieh sly
promediotemporal

El tiempo de residencia de las moléculas en el volumen confocal dependera de cuén rapido o
lento se muevan y de sus interacciones con otros componentes en el microentorno. En el caso
de TF, por ejemplo, el tiempo de residencia se relacionara con suscicitaras con la
cromatina(179)

En un trabajo previo de nuestro laborato(ib80) mostramos queds ACIebtenidas para TF
en células vivase pueden interpretar conn modelosencilloqueconsidera que las moléculas
del TF pueden difundir libremente o uniraedos poblaciones de sitios en la cromatina con
distinta dindmica, denominados sitide interaccionesentos o rapidos, segun la duracion del
tiempo de interaccién FEromatina. Este modelo simplifica las interaccionescfématina
gue se observan en el nacleo celyl@duciendo la gran variabilidad de afinidades esperadas
en el contexto real y considera que los sitios de interaccion del TF en la cromatina s
inmoéviles en la escala temporal del experimergoindependientes entre sy que la
concentraci@ de sitios libres es mucho mayor a la de sitios ocupfbii®) A pesar de estas
simplificaciones, este modelo minimo explica la movilidad de diversos TF observada por FCS
(132,18@182)y permite obtener informacion relevante de las interaccionesrbimatina.

De este modelo se deriva sgguienteecuacion

Ecuacion2.2. z ——— & p — p — Ey A1 v

£ A
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donde N es el nimero medio denoléculas fluorescentesgif es la fraccion molar de
moléculasque difunden f A 0 NS YubFa8 S5t . GASYLI2Z OF N} OGSNNaidAaC
relacion entre las cinturas radial y axial del volumen de observacigas ¥ fienta SON las

fracciones molares de TF que presentan interacciones rapidas y lentas con la cromatina,
respectivamente . Sa St (A S XkdR enr&reeAtaiNS tiernpOsinediod

de interacciones rapidaslgntas, y se definen como la inversa de la constante cinética de
disociacion (Lébftrapiday Llkoftlents) cOrrespondierg a cada una de las interacciones.

La Figura 2.9 esquematizh modelo utilizado ya modo de ejemplo, una ACF (linea gris)
ajustada con l&cuacion 2.2 (linea negra), la cual puede ser desglosada en cada uno de los
tres componentes de la ecuacion: el difusiviuya autocorrelacion decae rapidamente
(violeta), y los correspondientes a la union de los TF a sitios de union rapidos (celeste) y lentos
(rojo).

s Fraccion Fraccién = " e Cent
2 » unida lert H i rapido tlento
o i ; 0.4+ — Difusién 3D
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~ . ’ .
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Figura 2.9. Esquema simplificado del modelo de dinamica de TF en el nlcleo cehgaierda
esquema de la dinamica dentro del nicleo (linea punteada), el TF se representa en verde y puede
estar difundiendo libremente (traza punteada violeta) o interactuando con la cromatina en los sitios
rapidos (celeste) o lentos (rojdPerecha curva de autocorrelacion promedio (linea negra) y cada
componente de su dinamica, difusién (violeta), interacciones rapidas (celeste) y lentas (roja). Tomado
de White et. al.(180)

De este modo, FCS permite detectar variaciones en las interaccionesorm&tina
producidas, por ejemplo, en distintos contextos celulafégyra 2.10).

Interacciones Interacciones
TF-cromatina TF-cromatina

)
KJ (R

\-)Gromatina » TF fluorescente 0.0001 0.01 1
Tiempo (s)

0.51

j
. |
G(r)

Figura 2.10. La funcion de autocorrelacién depende de la dinamica deATF.simuladasarados
escenarios con distinta poblacidie moléculas de TF unideda cromatina.Adaptado de Oses et. al.
(183)
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3. Organizacion espacial de la transcripcion en
CME

3.1 Relevancia de la estructura de la cromatina en la
preservacion de la pluripotencia

En el Capitulo 2 hemos descripto diversos aspectos relacionados cangémizacion
tridimensional de la cromatinan el nucleo celular y su influencia en la regulacion de la
expresion génica. Por ottado, en el Capitulo 1 describimos las propiedddagamentales

de las células madre y la relevancia de la red de TF de pluripotencia en la preservacion del
estado pluripotente.

En este capitulo, nos centraremos en las propiedades singulares de la organizacion
tridimensional de la cromatina en CME, la transcripcion y su relacion con la preservacion del
estado indiferenciado y la diferenciacion.

3.1.1 La organizacion de la cromatina en CME indiferenciadas vy
durante el proceso de diferenciacion

La organizacion de la cromatina cambia continuamente durante los procesos de
diferenciacion, el desarrollo embrionario temprano y en el compromiso hacia linajes celulares
(184)

Las CMP presentan una organizaciongeneral de cromatina abierta que se vuelve
progresivamente masondensadadurante el desarrolloy la diferenciacion(185¢189)
Durante este Ultimo proceso, se activan ciertos programas transcripcionales y silencian otros
Estos cambios requieren reordenamientos a distintas escalas que llevan a la regulacion
espacietemporal de la transcripcion de genes especificos. En esta seccion describiremos
brevemente aspectos esenciales de los mecanismos involucrados en estos procesos.

La cromatina de la8MPpresentauna plasticidad epigenética Unica que permite a las células
responder rapidamente a sefiales que promueven la diferenciaciéspgcificaciones de
linaje (190) Los primeros cambios epigenéticos de CME ocurren durante la salida del estado
pluripotentenaivey enlas transicionea otrosestados de pluripotenciéSorprendentemente,

la transicion de pluripotenciaaivea pluripotenciaprimed promueve cambios en diversas
marcas epigeneéticasin que éstos resulten ercambios importantes en la expresion de
muchos de los genes centrales de la pluripotet&lc194) En este sentido,espostulaque
estareorganizacion epigenétiaaontribuiria a una preparacioretigenomade CME para dar
lugar a los distinto$inajes(194) La Figura 3.1 resumies principales cambios epigenéticos
observados durante la salida del estado pluripotente naive de QdAEcualesseran
detallados a continuacion.
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CME Naive CME Primed Células diferenciadas

H3K9me2/3 -

cesibilidad de la cromatina

Metilacion del DNA -

Figura 3.1. Marcas epigenéticas durante la salida del estado pluripotente n&ive.colores menos
intensos en las cintas inferiores indican menores valores relativos en la propiedad estudiada. Se
representan la variacién en ciertas marcas epigenéticas y en el grado de accesibilidad de la cromatina.

La cromatina en general y los promotores de los principales genes asociados con la
pluripotencia en particular, se encuentran hipometilados en CME en estigla Al salir del
estado pluripotente, se producan aumento de la metilacion dé€dNA y se depositan y
redistribuyendiferentes marcas de histonggomoviendola pérdida de accesibilidad de la
cromatinaen ciertas regionegl94).

En la transicion denaive a primed aumenta la marca represivaH3K27me3 la cual es
caracteristica de regiones bivalentedgcora los promotores de genes de desarr(88,193)
Sorprendentemente, la ausencia de la mai3K27me&n estos promotores en célulagive

no promueve suactivacion transcripcional193) sugiriendo la existencia de otros
mecanismogjue sustituyera funcion de H3K27meén estas condiciones. En este sentido,
se ha propuesto quéas célulaen estadonaiveno expresaian los TF necesarios para la
activacion transcripcional de estos promotor€87). En conclusion,H3K27me3seria
prescindible para la represion transcripcional EMEen estadonaive pero esencial en
etapastempranasde desarrollo posteriore€l92,193)

A su vez, Petruk et. 195)reportaron que, durante la salida del estado pluripotensive
existe una ventana de 2 a 6 h durante la replicacion del DNA en la cual la acumulacion de la
marca H3K27me3 sobre el DNA naciente se ve retrasada generando una decondensacion local
de la cromatina que permitiria el reclutamiento de TF necesarios pditetanciacion195)

Las sefales de diferenciacion también promueven cambios a nivel de ciertoSdddbig
2.1), aunquda mayoria de los limites des TAD se conservarian durante la especificacion
celular(80,185,196)Esta reorganizacion promueve la formacién de nuéamssespecificos

de cada tipo celular, entre genes y elementosreguladores como losnhancerg197) Por
ejemplo, los contactos promotegnhancera menudo se establecen simultaneamente con
cambios en la expresion génica durante la diferencia¢i¥8) Llamativamente, se ha
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observado que la reorganizacién de TAD durante la reprogramacion celular a CMPi requiere
de condensados del TF OQ154) Estos antecedentes muestran que la modificacion del
programa transcripcional producida durante los procesos de diferenciacion y de
reprogramacion celular requieren modificaciones en contactosin&B.

Por ultimo,la diferenciacién promueve cambios de localizacion entre compartimentos A o B
de una gran proporcion del genoma de CME humaii®!,185) Notablemente, estos
cambios solo se correlacionan moderadamente con cambios en la expresién génica, ya que
solo un subconjunto de genes se activa cuandolsciscambian del compartimento B al
compartimento A, y viceversa.

3.1.2 Factores de transcripci@on actividadgyionera en CME

Los TF pioneroposeenun rol central en las decisiones de destino celutanto en la
reprogramacion como en la diferenciaci¢t02,19%202) ya que su capacidad de unirse a
cromatina compactada y silenciada y promover su apert8ex¢ion 2.2 2contribuye a los
cambios en la organizacion de la cromatina requeridos en dichos procesos.

Si bien en este trabajo de tesis no estudiaremos la reprogramacion celular, numerosos
estudios enfocados en dicho proceso han contribuido a comprender los mecanismos de los
TF pioneros durante los cambios de identidad cel§29,102,200) Por este motivo,
discutiremos brevemente algunas observaciones realizadas duragen&acion de células
madre pluripotentes inducidas (CMPi).

El proceso desprogramaciéra CMPi{Seccion 1.2) requiere la activacion y expresion de genes
gue han sido silenciados durante el desarrollo y se encuentran principalmente en regiones de
heterocromatina. OCT4, SOX2 y KLF4, tres de los TF originales de Yd&¥ndaikaados

para inducir la reprogramacion (Seccién 1.2), possstividad pionerg99,109,200)Al inicio

del proceso de reprogramacion, estos TF se ypr@rcipalmentea sitios que se encuentran

en regiones de cromatina compacta(D9)y la remodelariangontribuyendo al cambio de
identidad celulak203;206) Posteriormente, se produciria el procesoedpecificacionen el

cual se inicia la expresion de genes de pluripotencia establece la identidad de CMP
(204,206,207) Por otra parte, se ha reportado que NANOG promueve la apertura de la
cromatina en embriones deebrafish(208) pero aun se desconoce si este rol pionero es
relevante en CMP.

Trabajos mas recientes analizaron en mayor detalle el rol de los TF pioneros OCT4 y SOX2 en
la preservacion de la accesibilidad de la cromatina en (WE202,209)En particular, se
demostré que la eliminacion de OCT4 o SOX2, lleva a la pérdida de accesibilidad de un gran
numero de sus sitios blanco, incluyenelthancersmportantes para el mantenimiento de la
pluripotencia (201,202,209) Sorprendentementetan solo media horadespuésde la
eliminacibnde SOX2mas de mil sitios de cromatina abierti@jan de ser accesibl¢201)
Ademéas,OCT4 egsencialpara reestablecer la accesibilidad eéehancersde pluripotencia

luego de mitosi209) fase que conlleva grandes cambios en la organizacién de la cromatina
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(Seccion 4.1), enfatizanda importancia del rol pionero de OCT4 para la autorrenovacion y
el mantenimiento de CME.

Estas evidencias sugiereue el mantenimiento de la cromatina abierem CMEes un
proceso altamente dinamicen el cual los TF pioneros tienen un rol relevante.

3.2 Condensados transcripcionales en CME

Una de las primeras lineas celulares en las que se describié la existencia de foci de moléculas
involucradas en la transcripcion fue en CME, producto del estudio de la distribucién de OCT4,
Mediador y otros coactivadore€l36,138) Posteriormente, se determind que los TF de
pluripotencia OCT4 y SOX2 se distribuyen de manera heteroggmeaME vivagl32)
formando condensadasucleares (Figura 3.2).

Figura 3.2 YPeDCT4 y YPe80OX2 forman condensados en el nlcleo de CWiE&s. Imagenes
representativas de CME que expresan YPET4 e YPEOX2. Las flechas sefialan zonas de mayor
intensidad a las qudenomiramos foci o0 condensados. Barra de escala: 10 um. Adaptado de Verneri
et. al.(132)

Estos estudios fueron complementados por ensayosvitro mostrando que los TF de
pluripotencia pueden formar condensados liquidos ya sea por si solos, como es el caso de
NANOG y SOX2, o reclutados por la subunidad del complejo mediador MED1, como es el caso
de OCT4138) Sin embargo, lasonclusiones derivadas de estos ensayos en soluciones
acuosas no son directamente extrapolables al contexto celular.

La formacion de condensados transcripcionales de OCT4 en (C38H38,141)se ha
vinculado a la regulacion de la expresion génica a travésuger enhancers(SE) Estas
estructurasestan formadas por variosnhancersmuy cercanos en el espacio 3D y se ha
demostrado que cumplen un rol relevante en la regulaciongdeesrequeridospara la
identidad celula210) EnCME se reportaron231 sitios deSE, que se caracterizan por un
enriquecimiento en los TF de pluripotenciANOG OCH y $X2, asi como por Meddor, y

estan en estrecha proximidad con genes que promueven la pluripotencia, incluyendo Nanog
(210,211)

En este contexto, se propone que la formacion de SE podria ser acompafada y/o favorecida
por la formacion local de un condensado liquido transcripcional de AG®3 En particular,
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los TF interactuando con sus sitios en regiones de SE reclutarian el complejo mediador y otros
cofactores favoreciendo la formacion de condensados por el procekb®8 (Figura 3.3.a

gran concentracion local dproteinas involucradas en la regulacion de la transcripcion
promoveria una alta actividad transcripcional de sus genes bldr36138)

Super-enhancer

mm Enhancer

TF pluripotencia
@ Coactivador

Figura 3.3. Modelo ddormacion de condensados en regiones de. $8s TF se unen a sitios de
enhancers e interactian con coactivadores mediante sus IDR, formando un condensado
transcripcional. Adaptado dBoija et. al(138)

Ademas de estar relacionados con SE, los condensados de TF de pluripotencia modularian la
arquitectura de la cromatina y contribuirian a la reorganizacion requerida para definir otro
programa transcripcional. En particular, los condensados de OCT4 promuedditaciones

en la organizacion de los TAD que a su vez resultan en cambios en la expresion requeridos
para la reprogramacion celulét54) Ademas, se observé que, durante la reprogramacion de
células somaticas, se requiere la union y formacion de condensados de KLF4 para acceder al
promotor de NANOG, el cual en células diferenciadas se encuentra cerrado y altamente
metilado (212) estos condensados reclutan también OCT4 y S22

Estos antecedentes destacan queadarganizaciomuclear de los condensadds los TF de
pluripotenciapodria ser necesaria para los cambios en la regulacién transcripcjaral
ocurren durante transiciones entre distintos tipos celulares.

En linea con estas observaciones ttabajo previode nuestro laboratorio(132) mostré que

el numero de condensados de OCT4 y SOX2 aurdardatela diferenciacion, en un periodo

qgue precede la i@minwcion de la expresion dect4 y Sox2. A su vez, estos cambios en el
nacleo celular durante estadios tempranos de la diferenciacion promueven modificaciones
en las interacciones de dichos TF con la cromatina. Por ejemplo, en el caso de OCT4, disminuye
tanto la cantidad de moléculague se unen al DNA como los tiempos de interaccion ©OCT4
cromatina, sugiriendo que este TF interactia meoos la cromatina durante los inicios de

la diferenciacior(132)

Como mencionamos en el capitulo anteriBe¢cion 2.4}gcnicas como FCS pueden brindar
informacién sobre las interacciones-@f®matina. En este sentido, un estudio de nuestro
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laboratorio en colaboracion con el de Nicolas Plat(t&0) mostrd que la dinAmica de las
interacciones SOXRNA en embriones formados por tan sélo 4 células puede predecir las
decisiones de destino celular en estadios posteriores. En particular (Figura 3.4), observamos
gue la progenie de aquellas células del eid de 4 células en las cuales SOX2 presenta
tiempos de residencia mayores posteriormente contribuyen en mayor medida al macizo
celular interno(180) enfatizando tanto la utilidad de estas metodologias para cuantificar
interacciones relevantes como la importancia de las mismas en las decisiones celulares.

4-cell embryo

16-cell embryo

Figura 3.4. Las interacciones SGBINA predicen las decisiones de destino celular en el embrgm.
representa un embrién de ratdn de 4 células en el cual la célula naranja y la célula celeste presentan
tiempos de interaccion SOXINA largos o cortos, respectivamente. En el embrién de 16 células, las
células pueden provenir de una células celester@anja. Tomado de Wie et. al.(180)
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4. Ciclocelular

Durante el ciclo celular, las células duplican el DNA y se dividen generando dos células hijas.
El correcto progreso ddichociclo asegura que cada una de las dos células hijas reciba un
geroma idénticoal de la célulgarental.

LaHgura 4.1 esquematizias diferentes fases en las cuales se puede dividir este ciclo, cada
una de las cuales incluye eventos especificos que preparan a la célula para la division celular.
La fase G1 comprende el crecimiento celular y su preparacion para la replicacion dpleDNA

se produce durante la fase S. Luego, en la fase G2, la célula se prepara para su division, la cual
ocurre en la fase de mitosis, o M.

Cyclins B

Cyclins D
CDK4/6

Figura 4.1 Regulacion del ciclo celular en células somatiekanillo representa un ciclo celular. Este

anillo se divide en las distintas fases del ciclo celular: G1, S, G2 y M, y la duracién de estas se
esquematiza por la proporcién que ocupan. La expresién de las ciclinas y su respectiva interaccién con
las Cdla lo largo de las diferentes fases se representa con las lineas de color por fuera del anillo.
Adaptado de Wang eal. (213)

H ciclo celular esta finamente regulado por una compleja red de proteinas que controlan la
progresion a través de las diferentes fagegura 4.1)En particular, las ciclinas y quinasas
cicloespecificas llamadasyclindependent kinase$¢Cdk) son protagonistas clave para la
correcta ejecucion de cada etapa del ciclo cel¢#4) A lo largo del ciclo celular de la
mayoria de las células eucaristdos niveles de las ciclinas oscilan en el tiempo, activando o
inhibiendo regiladoresdel ciclo celular y permitiendo asi el paso de una fasesalaente

(215)

Tal como mencionamos previamente,fése Gles una fase de crecimiento en la cled
célulasaumentan su tamafio gintetizangran cantidad deroteinasy organelsas, incluyendo
ribosomas y mitocondriagn la fase G1 tempran&dk4 y/o Cdk6 forman complejos con
ciclinas tipo D, lo que activa a Cdk4/6 e inicia la fosforilacion de la familia de proteinas de
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retinoblastoma (Rb)213) La fosforilacion de Rb estimula la liberacion del factor de
transcripcion E2F que su vezestimula la transcripcion de los genescesarios para la
progresion del ciclo celulaincluyendo los de las ciclinas ARE5,217)En la fase Gtardia,

la ciclina E se une y activa a Cdk2, lo que conduceaamento erla fosforilacion de Rby a
una mayor activacion de la transcripcion mediada por E2RB,216,217) Juntos, estos
eventos impulsan el paso de la célula a través del puntmdéol checkpointen inglésken

el limite de la fase G1/S e iniciarfdse §213,216,217)

Durante & fase S, sproduceladuplicaciondel DNAEn contraste con las otras fases del ciclo,
la fase $e caracterizgpor tener baja actividad transcripcional y de sintesis de proteilas.
comienzo de la fase S, se sintetizan ciclinas tipué\forman un complejo con Cdkg
fosforilan proteinas involucradas en la replicacion B&IA promoviendo la progresion de la
célula a la fase GR13) El proceso de replicacion del DNA seréa descripto con mayor
profundidad mas adelante ya que es foco de este trabajo de te=isibn4.2).

Luegode completar con éxito la fase I8 célulainiciala fase GZuyo objetivoprincipales la
preparacidénparala mitosis. La fase G2 se caracteriza por gren sintesis de proteinas y
lipidos necesarios para la division celul@13) En la fase Gefardia, se forma y activa el
complejo Cdk1/ciclina Aequeridopara la transicion G2/M vy la iniciacion kdemitosis(218),

y sereparan los defectos en d@DNA que ocurrematuralmente como errores da replicacion
Esta reparacion es esenqgmdra quela célula puedaniciar la mitosig213)

FinalmenteJa célula se divide emlfase Mgque comprendda mitosis, en la que el nacleo de

la célula se divide, y la cgainesis, en la que el citoplasma de la célula se divide fodma

dos células hijatos complejos Cdk1/ciclina B se forman en la fasesdnynecesarios para

la finalizacion de la mitosi®13) La mitosis es un proceso fascinante y extremadamente
complejo que involucra la coordinacién del citoesqueleto, motores moleculares y muchas
otras proteinasEste proceso no sera analizado en detalle en la presente tesis, ya que nos
focalizaremos fundamentalmente en células en interfase.

Distintos tipos celulares modulan de manera diferente la regulacién del ciclo celular, por lo
gue el tiempo que tarda una célula en dived es variablé219) La duracion del ciclo celular

se encuentra en el intervalb0 - 30 hparala mayoria de las células de mamiferos. Ademas,
la duracion de cada fase del ciclo celular puede ser distinta entre los diferentes tipos de
células, siendo G1 la fase de duracion mas variable. Para una sstddica de mamifero
tipica en proliferacionia duracion de la fase Glds2all horasylasfases S, G2 y M duran
alrededor de 8, 4 y 1 hora, respectivameiid3) Las CME de raton, modelo de estudio en
nuestro trabajo, presentan un ciclo celular con propiedades singulares ya que la fase G1 es
comparativamente muy rapida (aproximadamente 2 h), definiendo un ciclo celular-tié 10

h en total, lo que determina una alttasa de proliferaciéii220) como detallaremos mas
adelante Geccion4.3).
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4.1 Organizacion de la cromatina durante el ciclo celular

En elcapitulo2 (Seccion 2.ldescribimoda organizacion tridimensional de la cromatiea
células erinterfasey mencionamos diversos elementos con distintas jerarquias doops
TADy compartimentos submucleares A y BEstos elementos no son estéticos erienpo,
sino que se remodelan de manera ordengamoviendo cambios en la accesibilidad de la
cromatina y/o en la compactacion.

LaFgura 4.2 ilustrdos principales cambios en la organizacion de la cromatina que suceden
durante el ciclo celular. Durantéa mitosis, los cromosomas se condensgncomo
consecuencia numerosos complejos de remodelacion yroteinas asociadas con la
transcripcion se disocian de la cromatif?221,222) Al inicio dela fase G1, la cromatina se
decondensa Yasdiferentesestructurasen las que ésta se organizamienzan a ensamblarse
nuevamente con distintas dinAmicésmporales y espacialg®23,224) En particular, fue
reportado quelos TAD terminan de formarse en G1 mientras que los compartimientos A/B
contindan organizandose durante las fases S {2@2)

Posteriormente la replicacion del DNA requiere cambios en la accesibilidad de la cromatina
gue afecta su organizacion durantafase Sestos cambioseran detallados en la siguiente
seccion (Seccidén2). Por ultimo, la cromatina comienza a condensarse en preparacion para
la mitosisdurante la fase G2.

— -

- Condensacidn de la cromatina
- Disociacion de varias proteinas de la
cromatina

- Decondensacién de la cromatina
- Organizacion en TAD y compartimientos
A/B

- Replicacion de la cromatina

- Inicio de condensacién de la
cromatina

Figura 4.2. Caracteristicas principales de la cromatina durante el ciclo cekllasquema representa
al nucleo celular durante las fases M, G1, Sy G2. En verde se representa la cromatina y los otros colores
representan moléculas que intervienen en los prosasencionados. Adaptado de Ma.ei. (225)

En este sentidppara analizar numerosos procesos celulares y en particular, aquellos que
involucran a la cromatina, no puede considerarda aélula en interfase como un sistema
estatico o en estado estacionario.
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4.2 Replicacion del DNA

La replicacion del DNA es un evento cruerakel cual seluplicael genoma de la célulen
formaprecisa para quduego de la divisigrcada célula reciba una copia exacta del material
genético.

Elgrantamafio de los genomas eucariotas requigte multiples regiones de la cromatina se
repliquen en simultane@ermitiendoque el genomaompletose dupliqueen una ventana
temporal razonablg€226) Sin embargoasecuencia espacial y temporal dedplicacion del
DNAnNo es al azar, sino queeurre de manergerarquica ycoordinada a lo largo del genoma
(227) A grandes rasgos, se puede considerarlgseegiones de genes activos son replicadas
al inicio de la fase S, mientras que las regiones de heterocromafirahabitualmente se
localizanen la periferia nucleay rodeando los nucléolospelen sereplicadas hacia el final
dedichafase (Figura 4)3227,228)

Figura 4.3. Tiempo de replicacion del genonge muestra el nlicleo de una célula marcada con los
compartimentos de replicacion temprana (verde) y tardia (rojo). Tomado de Ritdia et. al. (229)

H proceso de replicacién del DNA a nivel molecular requiere una compligacinante
maquinaria, detallada en muchos trabaj§830;235) Para este trabajo de tesis, nos
enfocaremodinicamenteen los cambios que ocurren en la cromatina durante este proceso.

Cuando la hebra de DNA se replica, las proteinas y el RNA se disocian transitoriamente de la
cromatina(236,237)yla organizacién de los nucleosomas se ve afectada temporariamente,
perturbando la organizacién de la cromatina en escala nanomét@g8) Sin embargo,
existen mecanismos que permiten que la célula reproduzca las marcas epigenéticas y la
estructura de la cromatina luego de la replicacion, heredando los programas transcripcionales
y la identidad celular de la célula progenitora.

El procesode replicacioninvolucra diferentesetapas (239) brevemente descriptas en la
Figura 4.4 En primer lugarJa cromatina inmediatamente delante de la maquinaria de
replicacionse desensambld_ashistonas parentaledisociadasiel DNA recién replicadson
recicladas y se utilizan para el ensamblado de los nuevos nucleosomas jurticstocoas
recién sintetizadasDe esta manerase mantienela densidad de nucleosomas en las dos
nuevas hebras de DNEn una etapa final, se restaurias marcas en el DNAewlas histonas

a partir de marcas que permaneci@ren las histonas recicladas y en cada hebra parental.
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Figura 4.4. Replicacion del DNA en el contexto de la cromatilacirculo azul es la horquilla de
replicacién, los circulos amarillos o anaranjados representan histonas provenientes de la hebra
original de DNA o histonas nuevas, respectivamente y los évalos marrones unidos a las histonas son
las modificaciones postduccionales déstas. Adaptado de Alabert .&l. (239)

4.3 El ciclocelular de CME

La maquinariacelular involucrada en el progrestel ciclo celulava cambiandalurante el
desarrollo embrionario tempran40) Los primeros estudios demostraron que las células

en el embrién pramplantatorio presentan tiempos de division notablemente cortos @&.4
7.5h), conuna fraccion muy pequerfia de células en la fasee@ tontraste a lo que se observa

en células somaticaf241,242) Mas adelante en el desarrollo embrionario, luego de la
gastrulacion y la formacion de las tres capas germinales, la duracion del ciclo celular aumenta
sustancialmente debido a la extension de la fas¢232)

Las CME cultivadas in vitro reproducenuchas delas caracteristicas del ciclo celular
observado en los embrion€241) LaFgura 4.5 compara la duracidra expresion de ciclinas

en el ciclo celular de CME con el de células sométicas. En particular, las CME presentan una
fase Glrapida(220,240)y la frecuencia de division celular es alsanqueinferior a la de

células in vivo (tiempo de division ~A h o ~25 h para CME y células somaticas,
respectivamente). Ademasas CMExpresan altos niveles de ciclinas E, A y B, y muestran
niveles elevados de las quinasas Cdkl1 y Cdk2, que superan considerablemente los observados
en células somaticag241,243,244) A diferencia de suexpresion periddica en células
diferenciadas se observan altos niveles de ciclinas E y A durante todo el ciclo celular
manteniendo activas sus quinasas asociadas durante todas las fases d@llei¢®i5,241)

La unica quinasa del ciclo celular que mantiene periodicidad en CME es la ciclina B/Cdk1, la
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cual se expresa durante las fases G2 y M, pero sus niveles son sustancialmente mas altos que
en célulassomaticag244) Como consecuencia de la hiperactivacion de las quinasas Cdkl y
Cdk2, REesta constantemente fosforiladg/ por lo tantoinactivadq durante todo el ciclo
celular,promoviendo la rapida iniciacion de la fasg2&1)

Células somaticas
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Figura 4.5. Comparacién de ciclo celular en células somaticas y Qkifierda) Esquema de la
duracién relativa de cada fase del ciclo celular. EI nUmero situado arriba de los anillos indica el tiempo
medio requerido para completar un cicl@gentro) Representacién esquematica de la distribucion de
células en las diferentes fases del ciclo celular al ser evaluada mediante tincion con una sonda
intercaladora del DNA y andlisis por citometria de flujo, donde se pueden clasificar las célatas en
fases G1, S y G2/M de acuerdo a su contenido de [@NFfecha) Representacidie las variaciones

en los niveles de expresién de las ciclinas a lo largo del ciclo celular. Adaptado de Hindel@46)

y Liu etal. (246)

4.4 Preservacion de la pluripotencia y ciclo celular

En elCapitulo1 (Seccion 1.¥analizamosd red de pluripotencigue estd compuesta por un
conjunto central deTF en el qu®ct4 Sox2 y Nanogon protagonistasEn los ultimos afos,
se describieron ciertas interacciones funcionales entre estos TF de pluripotentaa y
maquinaria del ciclo celul247)

Por un ladomuchos estudios reportague la actividad de las Cdk en Cki®dulala red de
pluripotencia(247) Por ejemplo, las quinasas en fase G1 fosforilan directament€B40
OX y NANOGpromoviendo su estabilizacié(248) A su vez, RB silencia a los TF de
pluripotencia en células diferenciadas, lo que sugiere que su inactivacién enddiiBuye

a preservaita pluripotencia(249)

Por otro ladose ha encontrado que OCT4, NANOK3YCdefinen la expresion demuchos
genes del ciclo celular €@MPqgue promueven la proliferacion celular, incluyendo Cdks y sus
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inhibidores (250¢255) Ademéas, @H# se une a DKL durante la fase G2 y promueve la
inhibicion de su actividad, lo que resulta en una prolongacion de esta fase que permite que la
maquinaria de reparacion de DNA tenga mas tiempo para corregir mutaciones, lasnuales
solo son masfrecuentesen CMPen relacidon a células somaticakebido asu rapida
proliferacion(256) sino que ademas su reparacion es critiga que son las progenitoras de
todas las células del organismo.

Trabajos recientes sugieren que los TF de pluripotencia cumplirian ademas un rol relevante
en la preservacion de la memoria durante el proceso de mitosis. Inicialmente, se creia que la
compactacion de la cromatina durante mitosis promovia la disociaciolagienoléculas
interactuando con la misma, incluyendo la maquinaria transcripcional (257%&260) Este
modelo, basado en estudios de inmunofluorescen@a8,260) trabajos que reportaban que

la cascada de fosforilacion lleva a la degradacion e inactividad de varias proteinas durante
mitosis (257,259,261, fue modificado por la posibilidad de visualizar células vivas con
técnicas poco invasivd262,263) Estos estudios revelaron quwariosTF,incluidos OCT4 y
SOX2, permanecen asociados a los cromosomas mitokaned 4.9. Ademasdiversas
estrategias protedmicasaplicadas en cromosomas mitéticos mostraron un claro
enriquecimiento deTF modificadores de histonas y remodeladores de cromatiit,265)

Las diferentes proteinas o marcas que permanecen en la cromatina durante la mitosis son
denominadasmitotic bookmarkersporque se considera que podrian cumplir un rol de
preservacion de ciertas marcas relevantes para la regulacion génica durante la mitosis.

A B

H2B-CerFP

YPet-SOX2

H2B-CerFP

‘ STAT3

YPet-OCT4

Figura 4.6. Interaccion de OCT4 y SOX2 con cromosomas mitéf&pbnagenes de microscopia de
fluorescencia de CME vivas durante mitosis expresandeniZigerry (rojo) y distintos TF que son
excluidos de los cromosomas mitéticos (amarillo). (B) Imadgenes de microscopia de fluorescencia de
CME vivas durante mitosis ergando H2ECerFP delestg y los TF, SOX2 u OCT4, fusionados a la
proteina fluorescente YPet (amarillo). Se observa que estos TF permanecen asociados a los
cromosomas condensados. Barradele§ck p >Y® | Rl LJi®6R2 RS 5S8[ dd Sido
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Auln se desconocen losecanismos de interaccion de OCT4 y SOX2 con la cromatina durante
la mitosis y suuncién comomitotic bookmarkerg(266) Una de las hipétesis es que la
interaccion de los TF cagenes especificos podria conducir a una rapida reactivacion de los
programas de expresion tras la salida de la mit(66,267) Ademas, muchos de estos TF
son reguladores del destino celulasgnrelevantes para la pluripotencia y la diferenciagio
(263,268,269)Ests observacioneBevaron a la hipotesis de que la unién a la cromatina
mitética podria ser esencial para que estdsegulen el estado fenotipico de las célulassija
tras la salida de la mitosis, recuperando rapidamente el control sobre la expresion génica en
la fase temprana de GQ266) En particularsereporté que la presencia de SOX2y OCT4 en la
transicion de M a Gderianecesariganto parael mantenimiento de la pluripotencjecomo,

enel caso de SOX2, para la diferenciacion a neuroectod€261)

4.5 Relevancia del ciclo celular en la preservacion de la pluripotencia
y diferenciacion

En los ultimos afios, diversos grupos de trabajo han presentado evidencias indiceglo g
ciclo celular de CME desempeigun papel fundamental en la regulacion de la pluripotencia
y la diferenciacién celulgdR14,240,27Q272)

En particular, se determind quas CMP son sensibles a sefiales de diferenciacidamente

en la fase G1(271,273,274) Esto implica que las células en la fase G1 responden
inmediatamente a las sefiales de diferenciacién, mientras que aquellas células que estan en
fase $G20 M son refractivasa estos estimulos hasta el siguiente ciiigura 4.7)Esta
sensibilidad diferencial en Gdorrelaciona con observaciones que demuestran qudieha

fase se produce un aumento de la marca epigenética asociada a cromatina activa, H3K4me3,
en promotores bivalentes en los genes relacionados con la diferencid2its) lo que
posibilita la expresion de dichos genes frente al estimulo indicadoc{én 2.2 )1

Ademas en un trabajo previo, mostramos que la inhibicion de la replicacion del DNA
interfiere con ciertos cambiostranscripcionalesrequeridos parala salida del estadae
pluripotencianaive(272)sugiriendo que la sefial de diferenciacién recibida en G1 promueve
modificaciones durante la replicacion del DNA que impactarian posteriormente en el
programa transcripcional de $&CMP. Volveremos mas adelante sobre esta observacion,
fundamental para este trabajo de tesis.

Por ultimo, previamente mencionamos que, comparado con células somaticas, el ciclo celular
de CME es muy rapiddgccion 4.3). Esta propiedad constituiriana ventaja para la
preservacion de la pluripotencia ya que la célula permamegg poco tiempo en la fase G1,

fase en la cual puede sensar sefales de diferencig@d@6) En este sentido, la rapida
proliferacion disminuye la probabilidad de diferenciacitnCMEFigura 4.7y, al iniciarse el
proceso de diferenciacion, la duracién de la fase G1 se alarga y el ciclo celular se enlentece
(240)

48



~20 h.
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Figura 4.7. Ciclo celular de CMP durante la diferenciacién a células somd&feanuestra la duracion
caracteristica del ciclo celular y de cada una de sus fases para CMP (PSC por su sigla en inglés) y células
somaticas. Se representa que las CMP son sensibles a la diferenciacion en la fase G1 y como cambia el
grado de proliferacid con este proceso. Adaptado de Jirawatnotai et(2x7)

4.6 Sistemas reporteros para la identificacion del ciclo celular

El estudio del ciclo celular se vio facilitado por el desarrollo de diversos sistemas reporteros
gue permiten visualizar el ciclo eélulas vivas.

H sistema reportero FUC@k wno de lossistemasmas utilizadog278)y se basa en la
expresionde las proteinasCdtl yGeminin que solo se expresan en las fases G1 y S/G2,
respectivamentefusionadas a distintas proteinas fluorescentes

LaHgura 4.8 muestra esquematicamente la expresiéon durante el ciclo celular de las proteinas
hGeminin y hCdtl y su utilizacién para analizar, a nivel de célula Unica, el ciclo celular en el
embrion de raton. En particulalas células recién divididas no poseen fluorescencia (G1
temprano) y a medida que avanzan en la fase G1 aumentan los niveles denmClakttry
aumentando la fluorescencia en la region roja del espectro visible. Una vez que las células
inician la fase S, caenzan a expresar hGeminamVents y presentan fluorescencia en el

verde, la cual se mantiene hasta M. Durante un breve lapso, al inicio de fase S, las células
expresan ambas proteinas. De estaman&rf, aAa0GSYlF C!/ /L LISN¥YAGS A
Sy DM 2sedir|Dfluerescenciadelascélulsi S NB L2 NI SNR &S LIzSR:
02y OAG2YSUGNNI RS bdz22 02Y2 02y GSOYAOlF&a RS
dza f A T Inlestro grizpd(a20,272,278)
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Figura 4.8. Sistema reportero FUCEsquema de la funcion daktema reportero FUCCI durante el

ciclo celular junto con una imagen del hipocampo de un embrién de ratén transgénico expresando
dicho sistema. Las células rojas se encuentran en la fase G1 y las verdes, en S/G2/M. Barra de escala:
100 pm. Adaptado de Salke-Sawano etal. (278)

RUCCI es un reportero muy utiliza?0,27%,281), sin embargo, no sirve para distinguir las
fases S, G2 y MCon el fin de identificar células émseS, se ha empleada proteinaPCNA
(del inglésproliferating cell nuclearantigen), la cuaforma parte de la horquilla de replicacion
del DNA y tiene un rol fundamental éitho procesya que, al unirse al DNA, une a las DNA
polimerasag aumenta su procesivida@82,283)

Leonhardt et al(284)reportaron que PCNA forma condensados durante la replicacion del
DNA que colocalizan con regiones de replicacion activa, conocidas como fabricas de
replicacion. Estos autores verificaron que la expresién transitoria de esta proteina fusionada
a una protefa fluorescente, nalterael ciclo celular ni la funcionalidad de PCNA y observaron
gue la distribucion de PCNA en el nucleo celular cambia a lo largo de las diferentes etapas de
la fase S (Figura 4.9). Especificamente, las células en fase S temyBgma$Entan multiples
condensados pequefios que se distribuyen homogéneamente en el nicleo, aquellas en S
media (MS) presentan condensados cerca de los nucléolos o en la periferia nuclear, mientras
las que se encuentran en fase S tardi8)presentan mars condensados y mas grandes. Las
células en G1 y G2 tienen una distribuciéon de PCNA homogénea por lo cual no es factible
diferencarlas con el marcador de PCNA

G1 early S mid S

RFP-PCNA

Figura 4.9. Distribucion de PCNA en el ciclo celdlaégenes de células expresando FRERNA en las
distintas fases del ciclo celular. Barra de escala: 5 pum. Tomado de Schermelle285)

En la actualidad una gran cantidad de trabajos utilizan la distribucion de PCNA como
reportero de las distintas fases del ciclo celular, en particular slsulfases deS, ya sea
mediante la utilizacion denmunofluorescencia286¢290) como de la expresionde la
proteina fusionada a una proteina fluorescere células viva$291¢294) Esta sera una
herramienta fundamental para esteabajo de tesis.
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Hipotesis y Objetivos

La identidad de una célula esta definida por su programa transcripcional, producto de la
integracion de diversas sefiales qadravés de diferentes mecanismaosodulan la expraén
génica.En el Capitulo 1 describimos la extensa dedregulaciongénica que mantiene la
pluripotencia.

A su vez, en los Capitulos 2de3cribimoda organizacién del proceso de transcripcion dentro
del nucleo celulay analizamosa relevanciale ladistribucionespacialy movilidadde TFen
la regulacion de la expresion génica

Por altimo, en el Capitulo 4 hemos descripto diversos antecedentes que muestran que el ciclo
celular desempefia un rol central en el mantenimiento de la pluripotencia y en las decisiones
sobre el destino celular de las CMP; destacando que las CMP sorleseadiis sefiales de
diferenciacion durante la fase G1.

La comprension de los mecanismos moleculares involucrados en la preservacion de la
pluripotencia y la diferenciacion es fundamental para la biologia del desarrollo y la medicina
regenerativaconsiderando las prometedoras aplicaciones de las CMP.

En este contexto, lhipétesisde nuestro trabajo es que la distribucion nuclear de los TF de
pluripotencia y su dinamica de interaccion con la cromatiaabian durante el ciclo celular

y quela fase $odria epresentaruna ventana de oportunidad para ejecutar cambios en la
distribucion de los TF que definan un nuevo paisaje de interacciones dedeplliFipotencia

y la cromatina.

Elobjetivo generalde este trabajo de tesis es determinar si la organizacion y dinamica de los
TF delcorede pluripotencia varian durante el ciclo celular y, particularmente, en la fase S.
Buscaremos también determinar si sefiales de diferenciacion aplicadas en G1 afectan la
distribucién y las interacciones con la cromatina de los TF clave para el mantenidedat
propiedades fundamentales de las CME.

En este marco, proponemos los siguierbgetivos especificos

1. Determinar si el estadio del ciclo celular modula la distribucion espacial y la dinartusa de
TF OCT4, SOX2 y NANOG, fundamentales para el estado pluripotente en CME.

2. Analizar si la organizacion y dinamica de dichos TF durante el ciclo eslu@VE
indiferenciadase relaciona con la organizacion global de la cromatina.

3. Estudiar la distribucion espacial y la dinamica de estos TF durante la salida del estado
pluripotente naive,luego de recibir una sefial de diferenciacion en G1.
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Resultados

5. Identificacion del ciclo celulade CMEvivas

En la introduccién resaltamosla importancia de la organizacion dinamica de los TF de
pluripotencia en la regulacion de la expresion génica de CME. Ademés, describimos el proceso
de replicacién del DNA y su relevancia tanto para el mantenimiento del estado pluripotente
como para las ecisiones de destino celulaCapitulo 4). En particular, describimos los
cambios en la organizacion del genoma producidosite la fase S del ciclo celu{(&eccion
4.2)que puederresultar en modificaciones en la accesibilidada cromatina, cambiando su

perfil de interaccionescon moléculas relacionadas con la transcripcion y por lo tanto la
expresion génica.

En este sentido, hipotetizamos que la dinamica y distribucion de los TF de pluripotencia
podrian verse modificadas durante la fase S del ciclo celular de CME, definiendo distintos
paisajes de interacciones -EFomatina y, posiblemente, impactando en el grama
transcripcional y las decisiones de destino celular.

Para estudiar esta hipotesis experimentalmente requerimos, como primer paso, una
herramienta que permita clasificar células de acuerdo con la fase del ciclo celular que estén
transitanda En este capitulo, presentamos la herramienta escogida y los ensayos realizados
para su validacion.

5.1 Estudio del ciclaelular con técnicas clasicas

Para este trabajo de tesies imprescindible contar con herramientas de identificacion de
células que puedan utilizarse en muestras de células vivas a ser visualizadas por microscopia
de fluorescencia. Es importante enfatizar que, en los ultimos afios, diversos estudios
reportaron aue la fijacion de células altera la arquitectura celular, la organizacion intracelular

y las interacciones biomolecularé295,296) Particularmente, varios antecedentes sugieren

gue la fijacion de células promueve una distribucion aberrante de condensados en el nlcleo
(296)y, por ende, podria llevar a conclusiones erréradasstudiar la distribucién de los TF de
pluripotencia.

Dentro de los métodos mas utilizados palasificar células de acuerdo a su estadio exckd
celular, se encuentrala citometria de flujoen combinacion con sondas fluorescentes de
marcacion del DNA, como Hoechst y D@PRI7) Estas sondas se intercalan en el BN
intensidad de fluorescencia es proporcional al nimero de moléculas intercaladas y, en
consecuencia, al contenido de DNA cel(288,299) Como el contenido del DNA se duplica
durante la replicaciérse puederdiferenciar las distintas fases del ciclo.

Estudiar la dinamica y distribucion de los TF de pluripotencia requiere que las CME sean
cultivadasen adherencia $eccion 9.5), para poder ser observadas en el microscopio
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confocal.Luego de la separacion por citometda flujoy de acuerdo auestra experiencia

es necesari@proximadamente 3 h para que las células se adhieran al sustraseHapsp

el ciclo celular progresa y la sincronizacion celular se pierde, impidientoidshtificacion

de la fase del ciclo a nivel de célula unemmadherencisEn este sentido, no es posiblglizar
citometria de flujo paranuestro estudio ya que esta técnica requiaree lascélulasse
encuentrenen suspensiorDe cualquier forma, es un método muy establecido en la literatura
(300,301)ue utilizaremos como herramienta de validacion radslante SecciorB.1).

Una estrategia alternativa para el estudio de procesos durante el ciclo celulta es
sincronizacionutilizando determinadosagentes quimicos que interrurep el progreso del

ciclo en una fase determinad§302) De esta manera, estos tratamientos producen un
enriquecimiento de la poblacion de células en una misma fase y permiten que, al eliminar la
droga mediante cambio de medio y lavado, estas células continden su ciclo celular de manera
sincronizada durante utiempo. A diferencia de la citometria, esta técnica se puede realizar
sobre células en adherencia. Por este motivo, exploramos la posibilidad de sincronizar las
células utilizanddos agentes quimicobabituales para estudios deME.

En un trabajo previo, Yiangou et@O03)reportaron un protocolo de sincronizacion para CMP
humanas utilizando nocodazol, querfiere en la dinamica de los microtubulpsvocando
sudespolimerizaciory arresta las célulasn mitosis(304) Estos autores reportaromna alta
eficiencia de sincronizacién y la preservacién de la pluripotencia.

Por lo tanto, ensayamos ese mismo protocolo en nuestras lineas celulares de CME de ratén.
Brevemente, cultivamos las células sobre vidrios previamente tratados con geltrex por 24 hy
las incubamos en presencia @0 pg/ml nocodazol por 16. rinalmente, fijamos las células

e incubamos con la sonda fluorescente DAPI, que nos permite observar la cromatina en el
nucleo celulaf299)

La Hgura 5.1 A muestra que los nucleos de las células tratadas con nocodazol tienen
morfologias aberrantes con respecto a las células control (sin tratar). Ademas, se pueden
observar células en las que el patrén de tincion con DAPI evidencia fragmentadiéar nuc
indicando un efecto téxico del tratamiento (circulos amaridnda figurq.

En un paso posterior, evaluamos la eficiencia de sincronizacion utilizando citometria de flujo.
Para ello, cultivamos las células por 24 h, luego agregawasdazol 100 pug/ml por 16 )
finalmente realizamos una tincion con ioduro de propidio y analisis por citometria de flujo.
Comoya mencionamos, el nocodazol arresta las células en mitosis por lo que esperamos
observar un incremento relativo en la poblacion de células que se encuentran en G2/M,
evidenciadas por el segundo pico, correspondiente al DNAcdwle.La Figura 5.1 B muestra

gue, a pesar de haber una gran poblacion de células en la fase G2/M, el tratamiento con
nocodazol (verde) resulta en una gran poblacién de células con contenido de DNA mayor al
esperado para la poblacion en G2/M. Este resultado podria ser consecuenpialgptiadias
causadas por fallas durante mito§s95,306)
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Figura 5.1. Sincronizacion de CME de raton con nocodaZ) Imagenes representativas de
microscopia de campo amplio de CME de ratobn marcadas con DAPI en condicion control o tratadas
con 100 pg/ml nocodazol por 16 h. Los circulos amarillos muestran fragmentos de nicleos. Barras de
escala: 10 um. (B) Distribucide la poblacion de células en las distintas fases del ciclo celular
estudiada por citometria de flujo, para células control (azul) o tratadas (verde). La flecha marca una
poblacién de células con contenido de DNA mayor al esperado para la poblaciéfiven G2

Ambos resultados son consistentes con anomalias durante mitosis y muestran toxicidad del
nocodazol en CME de ratén, por lo que descartamos este protocolo de sincronizacion.

Este ensayo remarca una de las principales desventajas de la sincronizacion telular
toxicidad y el estrés celular que promueven ciertos agentes quimicos utilizados, también
reportados en la literaturg302) Por otra parte la eficiencia de sincronizacion es variable y
es dificil obteneeficienciagnayores al 80%802,303) lo que dificulta el uso de estas técnicas
combinadason estudios de célula Unica.

Dadas las desventajas de los protocolos clasicos descriptos en esta seccion y el riesgo de
afectar el normal desarrollo del ciclo celular, decidimos no utilizar estas metodologias y
optamos por identificar las células en las diferentes fases del cicltacaln lugar de
sincronizarlas.
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5.2 ldentificacion del ciclo celular de CMHilizando PCNA
RFP

En lalntroduccion Gccbn 4.6), describimos metodologidsasadas ercombinaciones de
proteinas fluorescentes que cambiarssuveles dexpresion en funcion del ciclo celular para
identificar células en las distintas fas€3ado que nuestros estudiosequieren diversas
proteinas fluorescentepara visualizar las moléculas de inter@sar sistema reporteros
comoFUCCho son adecuados para nuestros experimenfosu veznos centraremo®n la
fase S, por lo que buscamos una técnica que nos permita la identifickciés subfases de

S

Hemos mencionado en la Secci#®, que h proteinaPCNAcumple este objetiv@284,30%
310)ya que su distribcion nucleapresentadistintos patrones en células en fase S temprano
(ES), S medio (M) y S tardio {§), como veremos a continuacion. Es importante destacar
gue esta metodologia de identificacién se ha empleado en células fi{a8&x290)y vivas
(291¢294) Por lo tanto, decidimos evaluar su performancesesistema celular en estudio.

Transfectamos las CME con un vector que codifica para PCNA fusionada a la proteina roja
fluorescente (PCNRFP)311)y observamos las células por microscopia confa@aFigura

5.2 A muestra un esquema de las distribuciones esperadasRaRARFPen los distintos
estadios del ciclo y la Figura 5.2 B, imagenes representativas de células en las cuales se
observan las distribuciones nucleares de P&FR compatibles con lo reportado en la
bibliografia Geccién4.6, Figura 4Py que, en consecuencia, fueron clasificadas de forma
analoga

LaHgura 5.2 muestra que las células e presentan multiples condensados de PR
distribuidos homogéneamente en el nucleo celular, las células-8mpkésentan condensados
alrededor del nucléolo y en la periferia del nicleo, las células-@rmpiesenta un menor
numero de condensados, pero de mayor tamafio. Finalmente, las células que se encuentran
en G1 o G2 presentan una distribucion homogénea de PCNA, sin formacion de condensados.

Es importante destacar que, utilizando la distribucion de PCNA como criterio de clasificacion,

no podemos distinguir las células en fase G1 de aquellas en G2, en este trabajo nos referimos

I OSfdztIa Sy aDé&¢ O2Y2 | 1jdzSt | adde RAMRFANB a Sy (|
consecuencia, transitando G1 o G2. Por ultimo, como veremos mas adelante, las células en
mitosis son facilmente identificablg®ro no seran analizad&s este trabajo de tesis.
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(A)

PCNA-RFP

(B)

Figura 5.2. Distribucion dBCNARFP en el ciclo celular de CME) El esquema ilustra la distribucion

y dzOt SI NJ OF Ny OG4SNNaidAOF RS -8)/ DnedidS(A8) yBMasdiaHg) ded D€ 0 =
acuerdo con bibliografia previa. (B) Imagenes confocales representativas de CME transfectadas con
PCNARFP con distruciones de PCNA compatibles con los patrones reportados para cada una de las
fases del ciclo celular. Las células marcadas con asterisco amarillo representan células con distribucion
ES/M-Sy el asterisc@elesteen M-S/L-S. Barras de escala: 5 um.

La figura muestra que es posible identificar CME presentando la distribucion de PCNA
esperada para cada stiase de S, por lo que pueden ser facilmente clasificadas en las etapas
mencionadas.

Sin embargo, también detectamos una proporcidon menor de células que presentaron una
distribucion de PCNA caracteristica de una fase combinada con el patron de distribucion de
la fase siguiente, por lo que es probable que representen células en transitiénfases
consecutivasEn esos caspsstablecimodos siguientes criterios para suclasificacion:
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9 Células con distribuciones¥/ MS Figura 5.2, asterisco amarjigresentan algunos
foci de PCNA en la periferia (caracteristico deSMy otros distribuidos
heterogéneamente en el nlcleo (caracteristico d8)ELa célula se clasificdomo en
ES o MS si la mayoria de los foci de PCNA estan localizados en el interior o la periferia
del ndcleo, respectivamente.

1 Células con distribuciones-Bl/ |-S Figura 5.2, asterisco celejt@resentan algunos
foci de PCNA en la periferia (caracteristico d&Munto con foci de mayor tamafio
(caracteristico de-B). Clasificamos la célula com8 ki presenta pocos foci de mayor
tamafio, aunque la mayoria se encontrase en la periferia deeonfide lo contrario,

la clasificamos como 8.

Finalmente, aquellas células que presentaron una distribucion de PCNA atipica representaron
una fraccion menor de las célulabservadas en el microscopipno colectamos imagenes
delas mismas

Si bienla clasificacion de células segun la distribucioriP@®Aes una técnica ampliamente
utilizada y validad4284,286,288,290,293,294,307,308,31dgcidimos realizar un control
adicional comparando la distribucion de PCNA con la cantidad de DNA celular a nivel de célula
Unica. Para ello, utilizamos la sonda intercaladofd]

Plaqueamos las CME en las condiciones apropiadas para adquisicion de imagenes, las
transfectamos con PCNRFP, las fijamos y realizamos la tinciéon con DAPI. Colectamos
imagenes denicroscopia confocal en el canal RFtasificamos las células ES, MS y LS

segun la distribucién de PCNxPFKigura 5.3).

Para cada célula clasificada, cuantificamos la intensidad de DAPI que, como ya mencionamos,
es proporcional al contenido de DNA total de la célula utilizando microscopia de campo
amplio. Seleccionamos esta ultima microscopia para la visualizacion der&sdencia de

DAPI ya quseriamas robusta quéa microscopia confocal para clasificar células en distintas
etapas del ciclo celular segun la intensidad de PZE) Especificamente, es posible utilizar
ambas microscopias, pero, en el caso de microscopia confocal, es necesario adquirir muchos
planos en z e integrar la intensidad media proveniente de todo el nlucleo para que los datos
sean robustos. La puesta a punt® lds mediciones y el analisis de datos son entonces mucho
mas laboriosos que las determinaciones por microscopia de fluorescencia de campo amplio,
gue solo requieren la adquisicion de una Unica imagen por campo estudiado. Mas importante
aun, con microscdp de campo amplio se obtienen resultados comparables a otras técnicas
ya validadas como la citometria de flujo.

Dado que el microscopio confocal que utilizamos no tiene una camara para adquirir imagenes
de campo amplio, debimos usar otro microscopio para estas mediciones. Para poder
identificar las mismas células en los dos microscopios utilizados, colectamos asdgeas
colonias donde se ubicaba cada célula observada por microscopia confocal, para luego poder
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localizar las mismas colonias y células en las imagenes de microscopia de fluorescencia de
campoamplio (Figura 5.3 A).
En resumen, para cada célula clasificada segun su distribucion de PCNASNMS § LS

por su imagen confocalFigura 5.3B), cuantificamos ademas la intensidad nuclear de
fluorescencia de DAPI mediante microscopia de fluorescencia de campo aBgdticiéh

9.3.9.

LaFigura 5.3 @nuestra que las células daS, MS y LStienen intensidades crecientes de
fluorescencia de DAPI, consistente con un aumento en el contenido de DNA a lo largo de fase
S, en la que ocurre la replicacién del DNA.

(A) (B) Clasificacion segun
distribucion de PCNA

C
(C) Cuantificacion de la senal de DAPI

0]

R1.50

N

Té’

= 1.25

(=

Z1.00 L
-2

0.75 ‘i

ES M-S LS

Figura 5.3. Comparacion de la clasificacion en-fages de S del ciclo celular por distribucion de
PCNARFP con la intensidad de fluorescencia de DAR) Imégenes confocal (arriba) y de campo
amplio (abajo) obtenidas para las mismas colonias de CME transfectadas coRPEN#adas con

PFA 4% y tefiidas con DAPI. (B) Las imagenes corresponden a las células transfectadasRiBR PCNA
gue se observarecuadradas en la imagen de la izquierda (A, arriba) identificadas con un cédigo de
colores. (C) Intensidide fluorescencia de DAPI, normalizada a la intensidad de cada colonia obtenida
para cada célula previamente clasificada segun la distribucién de-RERA
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Debemos destacar que, si bien la tendencia es consistente con lo esperado, el numero de
células analizado no es suficiente para realizar el andlisis estadistico apropiado.
Normalmente, los trabajos de citometria de flujo que utilizan la tincibn con DA®RI pa
clasificar células en el ciclo celular analizan miles de células, numero extremadamente dificil
de alcanzar con técnicas de microscopia de célula Unica. Ademds, la cuantificacion del
contenido de DNAen general permite distinguir células en G1, S opfegy es mas dificil
clasificar a las célulan distintassub-fasesde S(300)

Por ultimo, decidimos analizar si las células clasificadas segun la distribucion de PCNA
presentan tamafios nucleares crecientes a medida que progresa la fase S, dado que el
volumen nuclear aumenta durante la replicacion del OB®) Para simplificar el analisis,
consideramos que el area de la seccidn optica central de cada nacleo es proporcional a su
volumen.

LaHgura 5.4muestraque el area nucleate las células que clasificamosMrS y ESsegun

la distribucion de PCNRFPes significativamente mayaue las células eBS consistente

con el aumento del volumen nuclear durante fase §314) Debemos destacar que la
aproximacion realizada en este estudio puede no ser valida para nucleos con morfologias
complejas, por lo cual los resultados de este estudio son solo interpretados cualitativamente.

180
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90

Area nuclear (um?)
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Figura 5.4. Comparacion de la clasificacion en etapas de fase S del ciclo celular por distribucién de
PCNARFP con el area nucledkrea de la seccién éptica central de nlcleos de CME transfectadas con
PCNARFP clasificadas erSEMS y LS segun la distribucion de esta proteina:vidtor<0.05.
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5.3Conclusiones

En este capitulo, exploramos el uso de P&RR como marcador de ciclo celular en general

y de las diferentes sufases de S, en particular. Comprobamos que el uso de esta metodologia
es compatible con la observacion de CME individuales vivas y en adhefenque nos
permitird en los proximos capitulos estudiar propiedades de las células identificadas
utilizando un procedimiento para la clasificacibn minimamente invasivo y muy sencillo.

El estudio de células reincronizadas posee la desventaja de que es mas complejo localizar
células transitando fases de relativa corta duracion. En este sentido, la sincronizacién de
células con agentes quimicos puede ser mas efectiva. Sin embargo, esrcagstulo
observamosque la sincronizacion de CME con nocodazol promueve aberraciones en las
células, tal como se describio en la literat(382)

Mostramos que es posible clasificar a las CME en las diferentdasetde S (5, MS, LS)

o en fases G1 o G2 (denominadas en conjunto células en G) analizando la distribucion de
PCNA, consistente con reportes previ@84) Ademas, validamos este abordaje con la
cuantificacion del contenido de DNA y el tamafio del nucleo celular.

En conclusién, en este capitulo analizamos y validamos el uso deRFENpara clasificar
CME en £, MS, LS y G, metodologia que en los préoximos capitulos utilizaremos para
estudiar la dindmica y distribucion de los TF de pluripotencia durante laaeplicdel DNA.

60



6. Caracterizacion de la dinamica y distribucion de
OCT4 y SOX2 durante el ciclo celular de CME

En elCapitulo 4 (Seccion4.?2) detallamoslos cambios que ocurren en la estructura de la
cromatina durante la replicacién del DNA. Ademas, describimos trabajos previos que sugieren
gue esta reorganizacion es importante para el mantenimiento del estado pluripotente y
ofrece una ventana de oportutad para iniciar los cambios requeridos durante el proceso de
diferenciacion.

Por otro lado, mencionamos quia organizaciénde los TFen el nucleo celular y sus
interacciones dinamicas con la cromatina, definen la disponibilidad de los TF para interactuar
con sus sitios blancqg gn dltima instanciacontribuyen da regulacion de la expresion génica
(Seccion 2.4). En particular,describimos antecedentegl32,142)indicandoque los TFde
pluripotenciase distribuyen heterogéneamente en el nacleo de @daando condensados

o foci,los cuales se reorganizan durante las primeras etapas del proceso de diferenciacion
promoviendo, a su vez, cambios en las interaccionegdiRatina Geccion3.2).

En este sentido, postulamos como hip6tesis qudisribucién de los TF de pluripotencia
OCT4 y SOX2, y su dinamica de interaccion con la cromatrfemdurante la fase S del ciclo
celular de CMHL.a verificacion de esta hipotesis afiadufamecanismo de regulacion de la
expresion génica que podria ser relevante parmantenimiento de la pluripotencia.

En este capitulogstudiaremos esta hipotesis experimentalmente, utilizaridonicas de
microscopa de fluorescencia en células \@embinadas con la clasificacion cidulas en el
ciclo celular segun la distribucion de PARIAP establecida en el capitulo anteri®eg¢cion
5.2).

6.1 Distribucion de OCT4 y SOX2 en el ciclo celular de CME

Como punto de partida en nuestro estudio, decidimos evatiida distribuciomuclearde
SOX2 y OCT4, cambia durante el ciclo celular de CbiEeste objetivo,tilizamos las lineas
celularesderivadas de la linea de CME W4, WRetOCT4y W4 YPetSOX2 previamente
generadas en nuestro laboratorgue expresarde manera inducibl©CT4 o SOX2 fusionado
ala proteina fluorescent&Pet(132) En ensayos previos realizados en nuestro laboratorio,
determinamos qudos niveles de OCT4 y SOXIas caracteristicas basicds estas lineas
celularesson similares aok observados en lénea parenta(132) Ademas, Iduncionalidad

de ambas proteinas de fusidue validadgpor el grupo que las cre@or su capacidad para
rescatar la pluripotencia de célul&sockoutinducibles para SOX20CT4y por analisis de

/| KLt maSl 1jdzS Y2aidNI NP de tddis dlFehdmSsinilaresSa |lazyie 5 v
correspondiente Fen su formawild type(315)

Cultivamos la€MEW4 YPetOCT4 W4 YPetSOX2n adherencia sobre vidrios previamente
tratados con PDL y laminif@ecciord.1.6), lastransfectamos con el vector que codifica para
PCNARFPy, luego de 48 h de induccion con Daxiquirimosimagenes por microscopia
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confocal para visualizar simultaneamente el marcador de ciclo celular y el-THPet
correspondiente en las mismas células

LaFigura 6.Inuestra ejemplos representativos de la distribucionYdetOCT4e YPetSOX2
en células en distintas fases del ciclo celular, clasificadas segun la distribucién observada para
el marcador PCNRFP. En todas las condiciones observamos la presencia de foci de los TF.

YPet-OCT4 PCNA-RFP

YPet-SOX2 PCNA-RFP

Figura 6.1. Distribucion de YRECT4 e YP&OX2 en el ciclo celular de CMEnagenes
representativas de CME W4 YREET4 y W4 YRSIOX2 transfectadas con PGREP en G (G1+G2),
ES, MSy LS. Barra de escala: 5 um.

Para evaluar la distribucién de los TF en las distintas fases del cidatificamosla
distribucion de YPeDCT4e YPetSOX2en el nucleo de las CME calculanelonamero
promedio de foci por célula @), la intensidad de los foci decélula relativa a su intensidad
nuclear (lfoc) Yy el coeficiente de variacion (Carametro que provee informacion sobre la
heterogeneidad dedistribucion Geccion 9.3)3 Estos parametros han sido ampliamente
utilizados para describir cuantitativamente la distribucie diversasproteinas nucleares,
incluidos OCT4 y SOK31,132,316,317)

En primer lugaranalizamos cuantitativamenta distribucion de OCT4 y SOX2 en células en
fase So en G (fases G1+GZomo mencionamos previamente, no analizamos céleias
mitosis las cualeson facilmente identificabledada la asociacion d®CT4y SOX2 a los
cromosomas mitéticogFigira 4.9 y a su distribucion difusan toda la célulgroducto de la
desintegrazion dela membrana nuclearSeccion 43 A modo de ejemplo, la Figura 6.2
muestrauna imagen de una célula que expresa YReKX2, transfectada previamentencun
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plasmido codificando la histona H2B fusionada a mCherry-(H2Berry) que permite la
visualizacion de los cromosomas mitéticos.

YPet-SOX2 H2B-mCherry

Figura 6.2. Distribucién de YR&OX2 durante mitosidmagenes representativas de una célula W4
YPetSOX2 transfectada con HEBCherry que se encuentra en mitosis. Barra de escala: 5 um.

La Hgura 6.3muestra los distintos pardmetros cuantificados en células en fase S y aquellos
obtenidos en G (G1+G2). Los resultados indican que ndifegncias significativasn los
valores medios de CVible Ioci para ambos TF en S y G, sugiriendo que tanto OCT4 como
SOX2 se distribuyen de manera similar en estas fases del ciclo celular.
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Figura 6.3. Cuantificacion de la distribuciéon de OCT4 y SOX2 en G y fdato®s medios de CV
(izquierda), Nci (medio) e ki (derecha) en células W4 YRRECT4 y W4 YR&IOX2 en G (gris) y fase
S (verde para OCT4 y marron para SOX2)al#t<0.05. Numero de células analizadas: Y3%@14: 31
(G), 93 (S); YR8OX2: 32 (G), 92 (9).
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A continuacion, analizamos si las distribuciones de estos TF cambian en-fasesutle S,
comparando los mismos parametros descriptos anteriormente <) BS y kS Seccién
9.3.3. LaFigura 6.4muestra que tanto para YPetOCT4 como YR&IOX2se produceun
aumentosignificativo @l niamero de foci durante la transicién deSea MS Por otro ladoCV
e Irfoci N0 son significativamente distintos dentro de las diferentesfages de S.
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Figura 6.4. Cuantificacion de la distribucion de OCT4 y SOX2 durante ldasefde SValores
medios de CV (izquierda),MN(medio) e ici(derecha) en células W4 YRRECT4 y W4 YRSOX2 en
subfases ES, MS y LS (color oscuro a clarojP-valor<0.05. Numero de células analizadas: YPet
OCT4: 34 (B), 26 (MS), 33 (1S); YPeBSOX2: 30(5), 27 (MS), 35 (1S).

Los cambios observados en la distribucion de estos TF en las diferentes etapas de la fase S
podrian estar relacionados con cambios en la organizacion de la cromatina que ocurren
durante el proceso de replicacién del DNA.

En particular, tal como mencionamos enCapitulo4 (seccién 4. la replicacion nacurre
simultineamente en todo el genomaino quese producede maneraordenadatemporal y
espacialmentg239,318,319)En general, duranté-S se replican zonas de eucromatina de
genesactivos mientras quela replicacion de laeterocromatinaocurre al final delafase S
(320322) Dado qe la mayoria ddos genes blanco des TF de pluripotencia son genes
activos, es razonable considerar queaplicacionsucedeen ES tal como fue reportado para
los sitios blanco de OCT4 y NAN@®Z3) En este contexto, especulamos gas moléculas
de TFse disociandel DNAdurante ES para la replicacion dsusgenesblancg luego se
reorganizan yponreclutadas aauevoscondensadogn M-S.

Por otro lado, Stewasorgan et al(324)mostraron que el DNA naciente es inaccesible a TF
y transcripcionalmente inactiven CME y que la accesibilidad de la cromatina y la actividad
de la RNA polimerasa se recuperan dentro de las 2 h posteriores a la repliGArEs
destacable que, luego de ser replicadas, las regionesigerenhancergSE) recuperan su
accesibilidadméas rapido que otras regiones de la cromati{324) Como fue detallado
previamente Heccion 3.2 la evidenciasugiere que los condensados de los TF de
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pluripotencia, en particular OCT4, podrian incluir SE y contribuir a la regulacion de la
expresion de genes de pluripotencia. En este contexto tedrico y en base a nuestros resultados,
especulamos que la remodelacion de los condensados al inicio de |1& fpsdria estar
relacionada con el rapido restablecimiento de los SE luego de la replicaciéon de dichas
regiones.

~

625A80NANO0dzOAsY & RAYI YAOl RS
CME indiferenciadas

En un trabajo previo, observamos que los condensaddd##OCT4 YPetSOXZolocalizan
espacialmente con regiones de cromatina compdt&2)que, a su vez, colocalizan con foci
delapNB2 1 SNy RS KSUSNRBONRBYFUGAYEF M h o0l tmhox OF
para su formaciér{325) HP1, forma condensados tantm vitro (326)como en el nucleo
celular(327,328)

En este contexto, s preguntamos si la formacién de mayor numero deondensados
luego de ldaseESreportada en la seccion anterisge produce concomitantementeon la
formacién dedominios de cromatina compacta luego de dicha fase.

Para responder esta pregunta, estudiamos la distribucioh demeGFP utilizando la misma
metodologia que la empleada en la seccion anterior para estudiar los TF de pluripotencia. Co
transfectamos las CME con HRAGFP y PCNRFPy tomamos imagenes por microsdap
confocalpara visualizar el marcador de ciclo celul&tBt en las mismasélulas. La Figura

6.5 muestra imagenes representativas 81 -eGFP, clasificadas segun la distribucion de
PCNARFP

E-S M-S

Figura 6.5. Distribucion de PCNACt & -eGFP snhdistintos estadios del ciclo celular de CME.
Imagenes representativas de CME en Gy ladasds BS, MSyH{ = (NI} yaFTSOeéGFRy 4 Oz2y
PCNARFPLas imagenes fueron saturadas digitalmente para facilitar la visualizacién de los contornos

de los nuclee. Barra de escala: 5 pm.

L-S

PCNA-RFP

La Figura 6.muestraque la distribucion de HPles heterogénea y presenta foci, consistente
con la distribucion previamente reportada26¢328).
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A continuacioén, cuantificamok distribucion deHP1 -eGFPcalculando los parametros
previamente utilizadod\roci, Iociy CMSeccidon 9.3)3 LaFHgura 6.6 Amuestra que los valores

CV y de intensidad de los foci en fase S son significativamente mayores a aquellos observados
en Gsugiriendoque HPY es reclutada a los foci durante la replicacion del DNA. Esta
redistribuciéon de HP1 durante la replicacion del DNA es consistente con cambios en la
organizacion de la cromatina requeridos para el avancestiemoceso $eccion 4.2

Ademasanalizamoda distribucionde HPI durante las diferentes subases deS(Figura 6.6

B)y observamos un aumento en el CV luego de la transicién-8eaMS lo que sugiere una
distribucién méas heterogénea de HP1 f dzS32 RS RCGo@Kya ménbdldnafmdsy OA 5 y d
diversos trabajos muestran que las regiones de heterocromatina se replican hacia el final de

fase §228,318,329,330), por lo tanto, los cambios descriptos en la distribucion de"HP1

podrian estan relacionados con una reorganizacion de' Hiedesaria para la replicacion de

las zonas de heterocromatina.
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(B) durante las distintas stfhses de S:-5, MS y LS (oscuro a claro, respectivamente)-vélor<0.05.

NUmero de células analizadas: 34 (G), 4821 (MS)y 57 (L-S).

Es importante destacar que la distribucion de FIb es significativamente distintentre E

S y MS, indicando que el aumento en el nimero de condensados de OCT4 y SOX2 observado
en estatransicion (Figura 8) no puede ser directamente explicado por cambios similares en

la distribucién de HP1 Est observaciorsugiere que los cambios en la distribucion de OCT4

y SOX2 durante esta transicion no son consecuencia directa de cambios en la heterocromatina
detectados mediante el estudio de la distribucion delHP
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Para evaluar cambios en la organizacion de la cromatina que no se evidencien visualizando la
distribucién espacial de HPlanalizamos la dindmica de dicha protetha&ante el ciclo

celular. Seleccionamos esta metodologia ya que trabajos previos de nuestro y otros grupos
Ky RSY2aUNI}R2 1jdzS tF RAYtHYAOF RS Itwmh NBaL
cromating la movilidad efectiva de la proteina es mayor cuanto menos compacta es la
cromatina(182,331,332)

Para esto, utilizamos la técnica de espectroscopia de correlacion de fluoreqE&Ds)En el
Capitulo 2 (Seccion 2.4.1hemosmencionado que esta técnica provee informacién sobre la
dinamica y las interacciones de proteinas en células vivas y organ(ikB20$80,182,333)

LaFigura 6.7/muestra las funciones de autocorrelacion (ACF) medidas en CME transfectadas
conHP1 -eGFR/ PCNARFP en las distintas fases del ciclo celular.
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I dzi 2 O2 NNBt | OAsy 6!/ CTI 3TN & 0-e@FP Hurabte [463aBes ESEONR & | 0 2
0 L:S. NUmero de células analizadas: 58 836)ES), 27 (MS)y 33 (L-S).

Estas curvas fueron analizadas ajustandé&daacion2.2 a los datosxperimentales. Dicha
ecuacion se deriva de un modelo que considera la difusion de las moléculas de TF y sus
interacciones con dos poblaciones de sitios, en dos escalas temporales distintas que hemos
RSY2YAYIlIR2 aAidAz2a(132N80BIER aste santidoi &l Sjysie2da fa
ecuacion permite obtener informacion relevante de los tiempos caracteristicos de
interacciones en estas familias de sitios, y la distribucién de los TF ensggiegSeccion

2.4.1).

LaFgura 6.8 A muestrguela dinamica de HPteGFRes similar en células en G y fase S, en
contraste aas diferencias observadas en la distribudi@®esta proteingFigura 6.6 A)

Posteriormente, analizamos landimica de esta proteina en las siases de S. Llagura 6.8
B muestra que los tiempos de interaccida HP® con la cromatina aumentan en49 y
vuelven a disminuir en-8.
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CA3JdzNI} c oy & EeERPlervelcdlb celBl&Fienpbsedracteristicos de interacciones lentas
(izquierda, cuadrados) y rapidas (derecha, circulos) y sus correspondientes fracciones obtenidos del
ajuste dela ecuacion 2.2 lasACFdurante (A) G (gris) y la fase S (rosa) o (B) durante las distintas sub
fasesde S: ES, MS y LS (oscuro a claro, respectivamente).-v#dor<0.05. Nimero de células
analizadas: 58 (G), 358, 27 (MS)y 33 (L:S).

HP1 tiene un rol muy importante durante la replicacion del D835) por lo que estos
cambios podrian estar relacionados tanto con la remodelaciéon de la cromatina que ocurre
durante este proceso, como con variaciones en las proteinas que interactian céon HP1
durante la replicacion.

Especificamente, fue reportado que, para que la replicacion del DNA avancesde i4, y

se repliquen correctamente las regiones de heterocromatina pericentroméricas, HP1 debe
interactuar con la proteinghromatin aseembly factor (CAF1) (336) que es fundamental

para la organizacion de las regiones de heterocromatina en(@8Mx Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que los cambios en la dinamica dé BHiPservados en M5 podrian estar
relacionados con esta interaccion reportada para HP1 ylG#i€ia el final de fase S. Futuros
experimentos permitiran contrastar experimentalmente esta hipotesis.
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6.3 Accesibilidad de la cromatina durantel ciclo celular de
CME

En la introduccién Seccion 4.1 mencionamosqgue la organizacion de la cromatina es
altamente dindmica, temporal y espacialmente, durante el ciclo celular. En esta seccion, nos
preguntamos si los cambios observados en las secciones anteriores podrian estar
relacionados con cambios en la accesibdide la cromatina durante el ciclo celular.

Para responder esta pregunta, utilizamos datos publicogeemewide ATAGseq para
analizarla accesibilidad de la cromatina de CBtElas distintas fases del ciclo celu209)

Esta técnica se basa en utilizar una transposasa que accede a la cromatina en las regiones
menos compactas e incorpora un fragmento de DNA con secuencias condag@as|e

permite luego amplificar y secuenciar las regiones que fueron etiquetadas. Esto permite
evaluar la accesibilidad de la cromatina en todo el genoma, dado que las regiones de mayor
accesibilidad daran mas lecturas en la secuencid&i8a)

Friman et al(209)utilizaronesta técnicgpara estudiala accesibilidad del genoma de CME

en las fases G1 temprano, G1 tardio, S y S+G2. Esta clasificacion es distinta a la realizada en
este trabajo de tesis (B, MS, ES y G), por lo que este analisis nos permitira tener un
panorama general sobre los cambios en la accesibilidad de la cromaiiaatel el ciclo

celular, pero los resultados no pueden ser directamente comparados con nuestros resultados
experimentales.

LaFgura 69 muestra que la accesibilidad de la cromatina varia constantemente durante el
ciclo celular de CMEon cambios mas pronunciados @a tardio y S.
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Accesibilidad de la cromatina por ATAC-seq
Fase del ciclo celular

Chr EarlyGl Late Gl S 5-G2

__._4
Accesibilidad

Figura 6.9. Accesibilidad de la cromatina por AT1g€Q durante el ciclo celutaHeatmapde densidad

de lecturas de ATAS2q en el genoma, obtenido de datos publicos de experimentos realizados en
CME en G1 temprano (Early G1), G1 tardio (Late G1}GR(289) Las regiones del genoma fueron
ordenadas por numero de cromosoma (Chr). El nimero de lecturas fue visualizado usando el
programa Integrative Genomics View@B89) El gradiente de color (escala de rosados) indica nimeros
de lecturas de bajos a altos, en la region cromosémica correspondiente. La normalizacion y
transformacion de los datos fue realizada por los autores que obtuvieron los datos y estan disponibles
en Gene Expression Omnibus

(GSE134673, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE134680).
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6.4 Dinamica de OCT4 y SOX2 en el ciclo celular de CME
indiferenciadas

En las secciones anterior@sostramos que los condensados de los TF de pluripotencia OCT4

y SOX2 seeorganizan$eccion 6.1) y que tanto la distribucion de HR3eccién 6.2) como la
accesibilidad de la cromatin&gccion 6.3) cambiadurante el ciclo celular de CME y en
particular, en la fase S. En este contexto, el paisaje de interacciones de OCT4 y SOX2 con la
cromatina podria modificarse durante el ciclo celular, modulando a su vez la expresion génica.

Para analizar esta hipétesis, estudiamos la dinamica de estos TF en las distintas fases del ciclo
celular, utilizando FQSeccion 2.4.1)fal como mencionamos previamente, esta técnics

permitié6 observarcambics en la dnamica de los TF de pluripotencia producidos durante
estadios tempranos de la diferenciaci¢bi32,180) Asimismo, con este abordaje también
detectamos diferencias en la dinamica de OCT4 y NANOG en una linea éadcktititde

la acetiltransferasa de histonas Kat6B, respecto a la lindaype(182)

Nuevamente, usamos las lineas celulares W4-0@8t4 y W4 YRSIOX2, las transfectamos
con PCNARFBy, luegode 48 h de induccion de la expresion de los TF, estudiamos la dinamica
mediante FC8n las diferentes fases del ciclo celular

La Figura 6.10 muestitas ACF obtenidas para OCT4 y SOX2 en las distintas fases del ciclo
celular estudiadas. Estas curvas fueron ajustadas danbcion2.2paraobtener los tiempos
caracteristicos de union y las fracciones de TF correspondidtfitesd 6.11
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Figura 6.10. Dinamica de YP@CT4 y YPe80OX2 en CME durante el ciclo celuleunciones de
autocorrelacion (ACF, gris) y ACF media (color) obtenida para (ApEP4éto (B) YRE0OX2 durante
Gy las sullases ES, MS o LS. NUumero de células analizadas: YPET4: 53 (G), 4#&, 42(MS) y
68(L-S); YPeBOX2: 56 (G), 60-8, 46M-S) y 63(1S).

71



LaFgura 6.11 muestra que $alinamica de OCT4 y SOXdnsignificativamente diferente

en células en S o Gspecificamente, observamqgae, tanto para OCT4 como para SOX2, los
tiempos caracteristicos de interacciones lentas son menores en la fase Sy la fraccion de TF
unidos a este tipo de sitios es mayor en fase S que.en G
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Figura 6.11. DinAmica de OCT4 y SOX2 en G y faSer8pos caracteristicos de interacciones lentas
(izquierda, cuadrados) y rapidas (derecha, circulos) y sus correspondientes fracciones obtenidos de las
curvas de autocorrelacion durante G (gris) y S (color) para (A)OFet o (B) YR8OX2. *P
valor<005. Numero de células analizadas: YBET4: 53 (G) y 157(S); ¥BétX2: 56 (G) y 169(S).

Nuestrosresultadosindican que durante la fase S, los tiempos de interaccidrciidmatina

son mas rapidosugiiendo que el paisaje de istracciones d®CT4 y SOX®n la cromatina

se reorganiza durante la replicacion del DNA. Esto es consistente con que los TF interactien
menos con la cromatina debido a una disminucion de la transcripcion dusatedaseg324)

Luegq estudiamos la dinamica de los TF en las diferestdsfases deS. LaFHgura 6.12
muestra cambios sutiles pero estadisticamente significativos en los tiempos de las
interacciones T¥Eromatina durante la fase S. En el caso de QEitdra 6.12 A el TF se
disocia de sus sitios de union luego de la transicion-&eaEMS. Ademas, las moléculas
presentanmayores tiempos caracteristicos de unidén en los sitios de interacciones rapidas.
Por otro lado,en M-S los tiempos de interaccion d80OX2con la cromatina disminuyen
respecto a ES y su fraccion correspondiente a tiempos de interacciones rapidas aumenta, o
gue sugiere que SOX2redistribuye hacia sitios de union mas deébiles luego de la transicion
ES a MS (Figura 6.12 B). Estabservaciones so onsistentes con los cambis en
distribucion para ambo$Fdurante la transicion d&S a MS (Figura 6) e indican que esta
transicion también involucra cambios en las interacciones de los TF con la cromatina que son
dependientes de la identidad del TF.
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Figura 6.12. DinAmica de OCT4 y SOX2 en durante la faserf§pos caracteristicos de interacciones
lentas (izquierda, cuadrados) y rapidas (derecha, circulos) y sus correspondientes fracciones,
obtenidos de las curvas de autocorrelacion durante las distintademds de S:-B, MS y LS (oscuro

a claro, respeétamente) para (A) YRQCT4 o (B) YR80DX2. *Rralor<0.05. Numero de células
analizadas: YP€CT4: 47(5), 42(MS) y 68(1S); YPeBOX2: 60 (BE), 46 (MS) y 63(1S).

FHnalmente, durante la transicion de{8a L-Stambién detectamos cambios en los tiempos
de las interacciones rapidas con la cromatina para ambos TF, junto con una reduccion de la
fraccion de moléculas de SOX2 unidas a los sitios de interacciones r&judas 6.12

En conjunto, estos resultadosumstran que el paisaje de interacciones de OCT4 y SOX2 con
la cromatina cambia durante la fase S, cuando ocurre la replicacién del DNA, y estos cambios
dependen de la identidad del TF.

Las diferencias en los comportamientos de OCT4 y SOX2 pueden estar relacionadas con las
diferentes funciones de estos TF. Si bien OCT4 y SOX2 pueden unirse como heterodimeros a
muchos de sus sitios en el DNIB,34@;344), también pueden actuar de forma independiente

en distintos sitios(345) interactuando con diferentes proteing491) y modulandola
accesibilidad de la cromatin@09) OCT4 y SOX2 actuan como factores de transcripcion
pionerosa lo largo del ciclo celular de CNEeccion 3.1.2)modulando la accesibilidad de la
cromatina, de manera independiente, incluso en sitios donde ambos se encuentran unidos
(209) En este contexto, consideramos que estos TF de pluripotencia con actividad pionera
ampliamente reportada(99,199,200,202,209,346podrian modular la accesibilidad de la
cromatina durantdafase Smantenienddos programas de expresion génica de pluripotencia
durante el procesode replicacién del DNA. En consecuencia, los cambios observados para
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OCT4 y SOX2 en sus paisajes de interaccidén con la cromatina podrian estar relacanados
menos parcialmentezon esta actividad pionera.

6.5 Conclusiones

En este capitulo, estudiamos la dindmica y distribucién de OCT4 y SOX2 en las diferentes sub
fases de S en CME indiferenciadas.

En primer lugar, observamagie la distribucion nuclear de OCT4 y SOX2 cambia durante la
fase S de CME. En particular, el nimero de condensados de estos TF aumenta luego de la
transicion entre las fases&y MS. Estos cambios no son concomitantes a una reorganizacion

a& A YA I NénBaslsuiases, lo que sugiere que la reorganizacién de OCT4 y SOX2 no
se puede explicar exclusivamente por modificaciones de las regiones de heterocromatina
durante la fase S.

Por un ladolos cambios observados en la distribucion deTlbde pluripotencia después de

la fase ES podrian estar vinculados a modificaciones en la cromatina necesarias para la
replicacion ddosgenes blanco de OCT4 y SOX2 durarieHor otro lado, el aumento en el
namero de condensados de OCT4 y SOX2 podri&acionarse con su funcién en la
estructuraciéon de regiones d&SE y en consecuencia, cumplir un rol en epido
restablecimiento dda actividadde estos elementos luego de seplicacion(238)

A su vez, reportamogue ambos TF presentan dindmicas e interacciones con la cromatina
distintas en G y la fase S. Especificamente, durante la fase S verificamos un aumento en la
fraccion de moléculas de TF unidas a los sitios lentos de unién a cromatina, pero los tiempos
de interaccion son mas rapidos que fuera de la fase S.imgplicaque, durante la replicacion

del DNAse produceuna reorganizacion de OCT4 y SOX2 en los distintos sitios de unién con
la cromatina, hacia sitios de interacciones mas débile que es consistente con una
reduccion de la actividad transcripcional durante la fa§g28,347)

Finalmente, observamosque OCT4 y SOX2 presentan distintas dindmicas durante las
diferentes sukfases de S, lo que destaca sus individualidades como reguladores de la
expresion génica. Trabajos previos remarcan la independencia de OCT4 y SOX2 al actuar como
TF pionerog(209) por lo que es posible que durante la replicacion del DNA los TF de
pluripotencia ejerzan su rol pionero para modular la accesibilidad de la cromatina
(99,199,200,202,209,346)
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7. Dinamica Yy distribucion de OCT4 y SOX2 luego
de la induccion de la diferenciacion en G1

En los ultimos afos, diversos trabajos han destacado el papel fundamental del ciclo celular en
la preservacion de la pluripotencia y en los mecanismos que impactan en el destino celular en
CME(214,240,27Q)

En elCapitulo4 (Seccién 4. pmencionamos que las CME son mas receptivas a sefales de
diferenciacion durante la fase @lie en otros momentos del ciclo celular y qderante esta

fase se establecerian las decisiones de destino ce{@lat,273,274)En esta lineain trabajo

previo de nuestro laboratorio reporté gue inhibicién de la replicacion del DN#erfiere

con los cambios esperados en la expresion génica en CME sometidaimulos de
diferenciacion(272) Por otra parte, hemos descripto las modificaciones en la organizacion de
la cromatina durante el ciclo celuléBeccion 4.1y particularmente durante la replicacién del
DNA Beccidn 4.2 Estos antecedentes, sugieren que la fase S podria constituir una ventana
de oportunidad para ejecutar cambios en los programas transcripcionales requeridos para la
diferenciacion.

En este contexto, postulamos que las sefales de diferenciaciéon recibidas por las CME en la
fase G1 promoverian cambios en la accesibilidad de los TF a sus sitios en la cromatina durante
la fase S consecutiva, reconfigurando asi el perfil de expresiéraggunécdefine una nueva
identidad celular.

En este capituloutilizaremos las mismas técnicaspleadas en el capitulo anteripara
analizarsi las sefialede diferenciacion recibidasreG1 afectan la organizaciéon de los TF de
pluripotencia OCT4 y SOX2, y sus paisajes de interaccion con la cromatina durante la etapa
temprana de la fase S.

7.1 Eleccion del protocolo de diferenciacion

En primer lugarestablecimos un protocolo de induccion de la diferenciaciordirigido, es
decir, que promueve la salida del estado indiferenciado produciendddeenciacién hacia
células deivadas delas tres capas germinales y no hacia un linaje en particular.
Seleccionamos este protocolo ya guealizaremos nuestro estudio en las primeras 4 horas
luego de la induccion de la diferenciacion; en esatana temporake producda salida del
estado pluripotentenaive etapa que es similar elos diferantes process de diferenciacion
(21). Por estosnotivos, no es necesario utilizar un protocolo dirigido hacia un linaje celular
especifico, protocolos que generalmente son mas costosos y laboriosos.

En nuestro laboratorio cultivamos de rutina a las CME en un medio de cultivo que contiene

LIF y 2i%eccidn 9.1 )lpara mantenerlas en estado pluripotentaive estado al que en este

GN¥ol 22 RS G(GSara RSY2YAYINBY2a aSaidlR2 AYyRA

estado, tratamos a las células con medio de diferenciacion, que consiste en el mismo medio

de cultivo pero sin LIF ni 2132 RSy 2 YAyl NBY2a I+ SadasS GNF G
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RA T S NB y(S2dcior®ALR Fhéun trabajo previo en nuestro laboratorio, establecimos que

la faseG1lde CMBEW4 dura aproximadamente-3 h(272) por lo tanto, decidimos estudiar

las células que se encontraban en la fas® I[gEego de 4 h de induccion de la diferenciacion,

ya que estas células seguramente se encontraban en la fase G1 previa cuando recibieron el
estimulo de diferenciacion.

La Figura 7.Jesquematiza el protocolo experimental utilizado. Empleamos células co
expresando la proteina de interés fusionada a una proteina fluorescente verde yRRENA
cuya distribucion permite la identificacion de células en la-fagke ES Geccion 5.2).
Indujimos la diferenciacion mediante remocién de LIF y 2i, incubamos 4 h en medio de
diferenciacion, analizamos la muestra por microscopia confocal y cuantificamos los
paradmetros descriptos en cada caso para la proteina de interés en cél8laui€idas () y

los comparamos con aquellos determinados para célu&schntrol cultivadas en medio
conteniendo 2i/LIKU, del inglésundifferentiated.
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Figura 7.1. Disefio experimental de induccion de diferenciacion y analisis-8nLBs esquemas
representan, (A) la pregunta de estudio: ¢Las sefiales de diferenciacion recibidas en la fase G1
producen cambios en la fase S consecutiva? y (B) el disefio experimental para inducir la diferenciacion
y estudiar las células en faseSEjue rediieron el estimulo de diferenciacion en la fase G1 previa.
Notar que, en los experimentos, se analizan poblaciones de células U e | distintas.
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7.2 Distribucion de OCT4 y SOX8 la faseES luego de la
induccion dela diferenciacion en G1

En esta seccion nos preguntamos si la distribucion nuclear de OCT4 y SOX2 en CME en la fase
ES se madifica al recibir un estimulo de diferenciacion en la fase G1 previa. Para responder

esta pregunta, tilizamos lascélulas W4YPetOCT4y W4 YPetSOX2y las sometimos al
estimulo de diferenciacién descripto en la seccidén antdfigura 7.1).

LaFigura 7.2 muestranagenes representativas de células en fase ikdiferenciadas (U) e
inducidas a diferenciarse (1).

A B

YPet-OCT4 PCNA-RFP
YPet-SOX2 PCNA-RFP

Figura 7.2. Imégenes de YRECT4 e YP&OX2 en células& inducidas.Imagenes representativas
de células £ en condiciones control (U) o luego de 4 h de cultivo en medio de diferenciacion (1)
expresando PCNRFP y (A) YR&CT4 o (B) YREth - H @ . F NN} RS Saoltry p>Y

La Hgura 7.3muestra que una poblacién mayoritaria de células presenta foci en CME
indiferenciadas (91 % paxPetOCT4 y 70 % para YD X?2). En contraste, la mayoria de las
células ES inducidas a diferenciarse no poseen condensados de dichos TF. Especificamente,
detectamos que el 76 % y 79 % de las células {&Y e YPEOX2, respectivamente) que
recibieran la sefial de diferenciacién en G1 no presentaron los foci caracteristicos de los TF en

la siguiente fase-5.

E-S

76%

‘ B % células con foci

1% células sin foci
79%
YPet-SOX2 “
30% ’

Figura 7.3. Proporcion de células con foci en W4 YPET4 y YPeSOX2 £ inducidasLos graficos
muestran la proporcion de células con al menos un foci (verde y naranja par@@Péte YPEOX2,
respectivamente) o sin foci (gris), en céluleS Bdiferenciadas (U) yEinducidas (1).

YPet-OCT4
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Analizamos cuantitativamente la distribucién de los TF calculangg Iy CV, de igual
manera que en el capitulo anteriocdéccion 9.3)3 LaFigura 7.4nuestra que el nimero de

foci es menor en células-& inducidas, lo que era esperable debido a la disminucion del
porcentaje de células que presentan al menos un condensado. Por otra parte, la intensidad
relativa de los foci, que fue calculada teniendocerenta solo las células que presentan al
menos un condensaddye significativamente mayocen cdulas hducidascomparado con las
células ES indiferenciadas, sugiriendo un mayor reclutamiento de moléculas de TF a estos
pocos foci.
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Figura 7.4. Distribucion de YREICT4 e YPe80OX2 en células-& inducidasValores medios de CV
(izquierda), N¢ (medio) e . (derecha) (simbolo lleno o vacio para U e |, respectivamente) para (A)
YPetOCT4 o (B) YRBOX2. Numero de células analizadas: 0®%t4 34 (U) y 58 (I); Y& X2 30 (U)

y 39 (I).

Ademas, observamos un aumento de CV en las célu&iadticidas (Figura 7.4), sugiriendo
una distribuciénglobal mas heterogénea de OCT4 y SOX2 en el nucleo de células que
recibieron el estimulo en comparacion con células -€hikdiferenciadas.
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7.3 Distribucion de HPW en ES luego de la induccion de
diferenciacion en fase G1

En un trabajo previo, Petruk et. glL95) analizaron loscambios en la accesibilidad de la
cromatina ymarcas epigenéticas durante la salida de la pluripotencia, emscelaemporal
similar a la estudiadan este trabajoLos autoregeportaron quela cromatinaen CME de
raton se decondensan las primerag a 6 h de induccion de la diferenciacituna ventana
temporalpreviaala condensaciorobservada durante la diferenciacioBeccion 3.1)1

En este contextonos preguntamos si los cambiolsservadosn la distribucion de los TF de
pluripotencia §ecciorv.2), estaran relacionados con modificaciones en la organizacion de la
cromatina.Como mencionamos previamente, los condensado¥ BetOCT4e YPetSOX2
colocalizan espacialmente con regiones de cromatina compét32) que, a su vez,
02t 20l ftAT Yy O2y F20A RS Itwmho

Para evaluar esthipétesis, utilizamosCMEco-transfectadas con plasmidos que codifican
para PCNARFP y HP1eGFP, y analizamdss distribucion de esta ultima proteina en células
ES inducidas a diferenciarse siguiendo el protodgtallado en l&&eccion 7.(Figura 7.1).

La Figura 7.5 A muestimagenes representativas de células en fas®, Eanto en estado
indiferenciado como luego de 4 h de haber iniciado el estimulo de diferenciacion. En primer
lugar, detectamos foci de HPlen todas las células-& indiferenciadas e inducidas, en
contraste a las observaciones realizadas para loBig&réa 7.3 Estos resultados sugieren que

la disminucién en el numero de condensados de OCT4 y SOX2 observado en €®lulas E
inducidas no puede ser explicada Unicamente por una reorgabirate las regiones de
heterocromatina detectadas a través de la distribucién dehHP1
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CA3Idz2NI T dp P 5 A-GFNEnacéndsS igduciRs. (A) imagenes representativas de
células ES indiferenciadas (U) e inducidas a diferenciarse (l) expresandoWwCNA ¢&-eQFP. (B)
Valores medios de CV (izquierday.cNmedio) e o (derecha) (lleno o vacio para U e |,
respectivamente). Barra de escala: 5 um. Numero de células analizadas: 40 (U) y 37 (1).

Por otra parte, laFigura 7.5 B muestrgue la intensidad de los foci de HP1las valores de

CV fueron significativamente mas bajos en célutssiiducidas que en las indiferenciadas.
Estos resultados indican que los estimulos de diferenciacion recibidos en G1 promueven una
distribucién mas homogénea de HPdn la fase £ siguiente, sugiriendo una cromatina mas
decondensada. Este resultado es consistente con el breve periodo de decondensacion de la
cromatina reportado para las primeras horas del proagsdaliferenciacior{195,348)

7.4 Relacion entre H3K27me3 y la distribucion de OCT4 en
CME

Hemos mencionado previamen{&eccion 3.1.1que la cromatina durante la replicacion del
DNA se decondensaria debido a un enlentecimiento en la trimetilacion de H3K27 en las
primeras horas de induccién de la diferenciaqib95)

En este contexto, la disminucion del nimero de condensados de los TF de pluripotencia en
células ES previamente sometidas al estimulo de diferenciacion (Figura 7.4) podria estar
relacionada con el retraso en la aparicién de la marca H3K27me3 duranfditacen del

DNA.

Para evaluar esta hipétesis, decidimos interferir la maquinaria asociada a esta modificacion
epigenética.Para ello, utilizamos la droga G&Kque al serun inhibidor especifico de la
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demetilasa de histonas JMJD3/UPXomueve un aumentde estamarca epigenétic349)
y reviertela decondensaciode la cromatinabservadg195)

Tratamos coresta droga a dos muestras de CME, una se incubd 4 h en medio de propagacion
y la otra 4 h en medio sin LHRi para inducir la diferenciacion. Como controles, utilizamos
muestras de células sometidas a los mismos tratamientos, pero sin la adicion d&.GSK
Posteriormente, estudiamos la distribucion de OCT4 en las célulasSgrsiBuiendo los
procedimientos utizados previamenteSeccion9.3.3. LaHgura 7.6 A muestra imagenes
representativas de células W4 YRBEET4 en fase -& indiferenciadas e inducd a
diferenciarse tratadas con GSK o sin tratar como condicion control.

En primer lugar, I&gura 7.6 B muestra que el tratamiento con el inhibidor promovio una
disminucion del numero de foci en células Endiferenciadas (U + G3 en comparacion

con células control (U). Considerando que -G&Koromueve un aumento en la marca
H3K27me3 en célas indiferenciadaé350) nuestros resultados sugieren que el aumento de
esta marca epigenética induce una redistribucion de OCT4 en el nucleo celular que incluye la
disolucion o desensamblado de los foci de este TF.
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Figura7.6. Distribucion de YPeDCT4 en células tratadas con GBK (A) Imagenes representativas

de células £ indiferenciadas (U) e inducidas a diferenciarse (I) expresandoRENA YP&CT4,

tratadas por 4 h con GSM o control. (B) Valores medios de:fgpara células £ indiferenciadas (U,

lleno) e inducidas a diferenciarse (I, vacio), tratadas con GSKJ4 (gris) o control (verde). Barra de escala:
5 um. Numero de células analizadas: 13 (1), 30 (1-8&SKO0 (1) y 58 (I +G3IK).

81



Es destacable que el nimero de foci de OCT4 es similzgletasES indiferenciadas tratadas
con GSKI4 (U + GSK)y en aquellas inducidas a diferenciarse (l), sugiriendo que el
tratamiento con esta droga promueve una reorganizacion de los TF similpraaligcida por

el estimulo de diferenciacioen la ventana temporal estudiada.

En linea con esta observacion, G8kio modifica el nimero de foci de OCT4 en células E
inducidas (I +GSKl), encomparacion a aquellas (1) no tratadas con la dréggufa 7.6 B)
sugiriendo que las modificaciones en la valad de reclutamiento de la marca H3K27me3
(195)no se relacionarian con la reorganizacion de los foci en céltamdiicidaseccion
7.2), pero stal vez con un aumento en la cantidad de sitios de H3K27 metilados.

7.5Dinamica de OCT4 y SOX2 eS8 kiego de la induccion de
diferenciacion en fase G1

En las secciones anteriores detectamos que, en tan solo 4 h, el estimulo de induccién de la
diferenciaciérrecibido en G1 promueve cambios masivos en la distribucion nuclear de OCT4
Y SOX2 (Seccion 7.2) y en la organizacion de la cromatina (seccion k3jasa ES
subsecuente. Por lo tanto, nos preguntamos si estas modificacionesiestaompanadas

por cambios en el paisaje de interacciones entre estos TF y la cromatina.

Con este objetivo, transfectamos las células W4 XR&T4 y W4 YRSOX2 con PCNAFP y
realizamos experimentos de FCS para ambos TF en célSlasdierenciadas o inducidas
(Figura 7.1), siguiendos procedimientoslescriptos en |&ecciorv. 1l

LaFigura 7.7 muestrias ACF promedio obtenidas en céluleS idiferenciadas (colores, U)

y ES inducidas (gris, 1) para OCT4 y SBX2mbos casos, las curvas en célu8sriflucidas
decaen avaloresde f S @ suybrgsiilGgue sugiere que ambos TF presentan dinamicas
sutiimentemas lentas que en células en estadive

OCT4 E-S U SOX2 E-S U
o 104 —— OCT4E-S| o 1.0 1 —— SOX2E-S|
-5 e
g S
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€ 05- £ 05
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© =
GT 5]
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0.001 0.1 10 0.001 0.1 10
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Figura 7.7. ACF para YReCT4 e YPe€2OX2 en células-& inducidasACF promedio obtenidas para
células ES indiferenciadas (U: verde y naranja para X3eT4 y YPEOX2, respectivamente) y células
ES inducidas (I: gris). Numero de células analizadas:OX®e4: 47 (U), 52(1); YFRDX2: 60 (U), 77

).
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Nuevamente, las ACF obtenidas para cada TF fueron ajustadas Eonalzion2.2 para
obtener lostiempos caracteristicos dateracciones Tromatina yla distribucion de los TF
entre estos sitios de uniofseccion 2.4)1

LaHgura 7.8muestra que.en las células-B inducidas, ambos TF presentaron tiempos de
interaccion con la cromatina significativamente mas largos en comparacion con las células E
S indiferenciadas. Estos resultados sugieren que la induccion de la diferenciacion en G1
promueve un amento en las interacciones de YRRET4 e YPEQOX2 con la cromatina en la

fase ES siguiente. Ademas, observamos cambios en la fraccion de moléculas unidas a sitios
de interaccion lenta y rapida para YFRDX2 e YP€CT4, resgctivamente, lo que indica

gue, ante el estimulo de diferenciacion, estos TF se redistribuyen y presentan un paisaje de
interacciones TEromatina diferente
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Figure 7.8. Dinamica de OCT4 y SOX2 en célul§s iftucidas.Tiempos caracteristicos de
interacciones lentas (cuadrados) y rapidas (circulos) y sus correspondientes fracciones, obtenidos para
células ES indiferenciadas (lleno) e inducidas (vacio) para (A)-Q€&4 o (B) YRSODX2. *P
valor<0.05. Nimero de célulasalizadas: YP€CT4: 47 (U), 52(1); YRRDX2: 60 (U), 77 ().

Estos resultados sugieren que la decondensacion de la cromatina previamente reportada
(195,348) la remodelacién de la heterocromatina evidenciada por cambios en la distribucion
de HPY (Seccién 7.2) queocurren durante la fase -8 luego de la induccién de la
diferenciacion en G1, son acompafados por un aumento en los tiempos de interaccion de
ambos TF con la cromatigacambios en las fracciones de moléculas unidas, que podrian estar
relacionados con una redistribucion en el paisaje de interacciones de estos TF.
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7.6 Conclusiones

Los mecanismos que desencadenan y son responsables de la ejecucion del proceso de
diferenciacion no estan completamente dilucidados. Esta vacancia en el campo es muy
relevante ya que el estudio de las primeras etapas de la diferenciacion de CME es esencial
para comprender los mecanismos que definen la identidad celular y guian el desarrollo
embrionario. En este sentido, es necesario considerar el impacto del ciclo celular para
entender los eventos producidos durante las primeras horas de la induccion de la
diferenciacion ya que las diferentes fases de este ciclo afectan de distinta manera la decision
celular de preservar la pluripotencia o iniciar la diferencia¢®&i®,240,270,272)

En este capitulo, estudiamos el efecto de las sefiales de diferenciacion recibidas en G1 en la
distribucién nuclear de los TF de pluripotencia OCT4 y SOX2 y la organizacion de la cromatina,
en la primera etapa de la fase S subsecuente.

Observamos que las células que recibieron la sefial de diferenciacion en la fase G1, presentan
dzy I RAAGNAOdzZOAsYy RS I1tmh Yia K2Y23SySiS & 02y
inmediatamente posterior, en comparacion con célulaS Bdiferenciadas.dske resultado

sugiere una remodelacion rapidgue incluye la decondensacion de regiones de
heterocromatina durante la salida del estado de pluripotemzéave

Si bien la cromatina en CME se encuentra globalmente decondensada y su compactacion
aumenta durante el proceso de diferenciaci@®4,331,351)Petruk et. al(195)reportaron

gue luego de 2 & h de induccién de la diferenciaci@n CME de ratonja cromatina se
encuentra mas decondensada queestado indiferenciado, debido a un enlentecimiento de

la aparicion de la marca H3K27me3 durante la replicacion del (Bbigcion 3.1)1 Por lo

tanto, la apertura de las regiones de heterocromatina detectada a través de la distribucion de
ltmhY S&a O2yaraitaSyasS O2y Sad2a NBLR2NISa L
decondensacion de la cromatina en el proceso de diferencidtidm 348)

Por otra parte, observamos que las células éhdxpuestas a la sefial de diferenciacion en la

fase G1 previa presentan cambios masivos en la organizacion nuclear de OCT4 y SOX2. En
particular, los condensados de estos TF parecen disolverse completanmelatenayoria de

las células, aumentando sustancialmente la proporcion de células sin condensados. Esta
reorganizacion de OCT4 y SOX2 luego de la induccion de la diferenciacion sucede en una
ventana temporal similar a la reportada para la decondensacida deomatina(195)

Es importante destacar que, en un trabajo prellid2) observamos un aumento del nimero

de foci de OCT4 y SOX2 luego de 48 h de diferencigdameién 3.2 Nuestros resultados
sugieren que la cantidad de moléculas de OCT4 y SOX2 reclutadas a condensados disminuye
durante la salida del estado pluripotent&ive (4 h) y vuelve a aumentar a tiempos mas
avanzados (48 h) de diferenciacion.

LaFgura 7.9 resume los cambios observados en cuanto a la organizacion de la cromatina y la
redistribucion de OCT4 y SOX2, al comparar células en aséédeen fase ES con células
gue fueron inducidas a diferenciarse.
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Figura 7.9. En célulasEinducidas la cromatina se decondensa y OCT4 y SOX2 se reorgdflizan
esquema representa algunos de los resultados obtenidos en este capitulo.

Por otra parte, estudiamos los efectos de la marca represiva H3K27me3 sobre los
condensados de OCT4 en céluleS iBducidas. Reportamos que el uso de un inhibidor de la
enzima que remueve esta marca epigenética (EgKno revierte la disolucion de estos
condensados observada por la salida del estado pluripotersive a pesar de que este
tratamiento revertiria la decondensacion de la cromatina en esta ventana temporal de
diferenciacion(195) Por lo tanto, hipotetizamos que el retraso en la aparicion de H3K27me3
durante la replicacion del DNA luego dé B de inducida la diferenciacidfi95)no seria
responsable de la reorganizacion masiva de este TF durante la salida del estado
indiferenciado.

Sorprendentemente, observamos que el tratamiento con-G§kKjue promueve un aumento

de la marca epigenética H3K27me3 en CME en estaioe, produce la disoluciéon o
desensamblado de foci de OCT4. Reportes previos sugirieron una correlacién entre los TF de
pluripotencia y esta marca epigenética, ya que un aumento en la concentracion de OCT4 y
SOX2 inhiben la expresion de la metilasa E3562) lo que promueve la disminucién de
H3K27me3.

Por otro lado, diversos estudios indican que la metilacion de H3K27 estabiliza la unién de

It mh I f HBE5DANR YNRIQNWUINR OF YSYGSZ |t wmh FI@ROGE €I
9@l fdzr NJ £ RAAUNRAROGAzZOAsY RS -J4 pouria proporéichar St {0 |
informacion valiosa sobre la relacién entre los condensados de TF de pluripotencia y la
trimetilacion de H3K27.

Es destacable que tanto en las célulaS ldiferenciadas tratadas con GBKcomo en las
células ESinducidas a diferenciarse, se reduce drasticamente la formacién de condensados
de OCT4. En linea con estas observaci¢h®3) las CME indiferenciadas presentan una
disminucién de la marca epigenética H3K27me3 a lo largo del genoma que aumenta en CME
formativas yprimed (Seccion 3.1). Por lo tanto, postulamogque, durante la ventana de
diferenciacion estudiada, se produce un aumento en las regiones del genoma que contienen
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la marca H3K27me3, a pesar de que el reclutamiento de esta marca es md§ ¥)tw que

llevaria a la disminucion del reclutamiento de los TF de pluripotencia a condensados (Figura
7.10). En un futuro, planeamos analizar si los TF que se liberan de los condensados son
reclutados a sitios con nuevas marcas de H3K27me3.

E-S naive
+GSK-J4

E-S naive E-S inducidas Diferenciadas

4h 48 h

S LU =
medio de medio de
diferenciacion diferenciacion
H3K27me3
+ - + -
Foci OCT4 y SOX2
- + - +4
%romatina P H3K2Tmes % o%?i?lsag)iz Foci

Figura 7.10. Relacion entre cambios en H3K27me3 y los condensados de OCT4 ¥IS€34@ema
representa un posible modelo para explicar los resultados observados. La marca H3K27me3 (rojo)
estaria involucrada directa o indirectamente en la formacién de los condensados de los TF de
pluripotencia (verde) ya que la presencia de la mardgesgtica se correlaciona inversamente con el
namero de foci.

Por ultimo, observamos que las célulasSkinducidas presentan un paisaje de interacciones
de OCT4 y SOX2 con la cromatina diferente a aquel observado en cé&uladiferenciadas.
En particular, verificamos que una mayor poblacion de moléculas de Tacidi@n con la
cromatina ygue lasinteracciones presentan tiempos caracteristicos mas largos.

En este contexto, nuestros resultados y antecedentes bibliografit@s) sugieren quda
cromatinaen células £ inducidas se encuentra mas decondensada que en cékilasy
como consecuencia, el paisaje de interaccioheésromatinacambia, probablemente, como
consecuencia de laxposicion de nuevos sitio€abe destacar que la decondensacion de la
cromatina podria generar urambioen las interacciones deuchasproteinas que se unen a
lacromatina y nsolamente de OCT4 y SOX2.

En laSeccion3.1.2mencionamogjue OCT4 y SOX#zesentan actividaghionera, por lo que

son capaces de unirse ragiones decromatina ompacts y aumentar su accesibilidad
(99,113,200,202,209,355¢n este sentido, el cambio en el paisaje de interacciones de ambos

TF podria deberse a que los propios TF acceden de novo a regiones inaccesibles para otros TF
y promueven una reorganizacion de la cromatina, y/o alternativamente, queuéva
organizacion de la cromatirexponenuevos sitios de unidn para estos EB. probable que

ambos mecanismos ocurran simultaneamente y se potencien entre si, conduciendo a una
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reorganizacion del paisaje de interacciones que defina cambios en el programa
transcripcional requeridos para la ejecucion del proceso de diferenciacion. Estudios futuros
permitiran determinar si la reorganizacion de |d$ pionerosOCT4 y SOX&s causa 0
consecuencia déa decondensacion de la cromatina al inicio de la diferencia@dsi son
mecanismos complementarios que funcionan de manera coordinada

En conclusion, los resultados sugieren que existe una ventana temporal al inicio del proceso
de diferenciacion, en la cual hay cambios masivos en la organizacion de la cromatina, en la
distribucién nuclear de los TF de pluripotencia OCT4 y SOX2, y eresasciones con la
cromatina. Nuestra hipétesis es que los camipimsiucidosen este periodo constituyen un
mecanismo rapido que regula la salida del estado indiferenciado, el cual sera continuado por
cambios especificos y particulares de los distinestidos celulares.
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8. Estudio de la dinamica del Trfaive, NANOG,
durante el ciclo celular y la induccion de la
diferenciacion

Hemos mencionado en €hapitulo 1 (Seccion 1. que NANOG presenta varias diferencias
funcionales con los otros TF que componercale de pluripotencia, OCT4 y SOX2. En
particular, es un TF de pluripotenaiaive(62) ya que, en el embrion, Nanog es altamente
expresado en el MCI del blastocisto y disminuye su expresion drasticamente justo antes de la
implantacion(356) En CME en cultivo, sus niveles de expresion disminuyen rapidamente
durante la salida del estado pluripotent@ive en una ventana temporal en la cual los niveles

de OCT4 y SOX2 aun no se redy@arn72)

Por otro ladogn los capituloanteriores Capitul® 6 y 7 observamosjue la organizacion de

OCT4 y SOX2 y sus interacciones con la cromatina cambian durante el ciclo celular de CME y
que las sefales de diferenciacion recibidas G1 promueven cambios tanto en dicha
distribucién como en estas interacciones en la siguientefase ES. Ademas, también se
evidencia un aumento en la accesibilidad de la cromatina en esta ventana temporal de
diferenciacion, que podria afectar las interacciones con otros Tévamtes para la
preservacion de la pluripotencia.

Dadas las diferencias funcionales entre NANOG y OCT4/8@X#eguntamos si el paisaje

de interacciones de NANOG con la cromatina también varia durante el ciclo celular de CME y
si, tal como verificamos para SOX2 y OCT4, las interacciones MAditdEna en ES
responden a sefiales de diferenciacion aplicadas en G1.

Eneste capitulp estudiaremoda dindmica de NANOG en CMHurante la induccion de la
diferenciacion, utilizando FCSy el marcador de ciclo celular PGREP, siguiendo
procedimientossimilares a los utilizados para estudiar la dinamica de OCT4 y SOX2 en los
capitulos anteriores (Capitulos 6 y 7).

8.1 Generacion y caracterizacion de la linea estable W4 eGFP
NANOG

En los capitulosanteriores (Capitulos 6 y 7) utilizamogineas celulares previamente
establecidas en nuestro laborator{®57) que expresan OCT4 o SOX2 fusionadddat;
lamentablemente, no contamos con una linea celular que exprese de manera estable y
controlada el TF NANOG fusionado a una proteina fluorescente. El primer paso en este trabajo
fue, entonces, generar esta linea.

Hemos mencionado previamente que los cambios en los niveles de expresion de NANOG
afectan el comportamiento de las CN#.,47,60,61)Por este motivo, decidimageneraruna

linea estable que exprese la proteina de fusion eSAROG en niveles bajgshomogéneos

entre células, esta ultima propiedad no se logradiante transfeccion transitoria.
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Un abordaje sencillo que permite insertar una proteina de interés en el genoma es la
utilizacion del sistem®iggybaqPB)(358) Brevemente, este método consis¢éa un inserto

gue se transpone facilmente entre un vector y la cromaginala accion de una transposasa
especificg358) por lo que la realizacién de un simple protocolo de transfeccion permite la
inclusién en el genoma del inserto desed&eccion 9.2

En primer lugar, realizamos un subclonado para obtener un plasmido que codifica para eGFP
NANOG en un vector PB, al cual denominaP®eGFPNANOG $eccion 9.2)1 Una vez
generado este vector, emansfectamodas CMBN4 con el plasmido PBGFPNANOGy un
plasmido que codifica para la transpos&a para obtener la linea estable W4 eBFANOG.
Estatransposasaeconoce las secuencidg repeticion terminales invertidas especificas del
transposon que flanquean el segmento e@ANOGy lo integra en sitios TTAAldgEenoma

de la célula blanc(858) Luegode 72 h de transfeaion, seleccionamos las células que fueron
modificadas genéticamente por su resistencia a puromicina (contenida en la region a
integrarse) y, luego de 7 dias de seleccadslamos colonias provenientes de umdcacélula

gue presentaban fluorescencia, y las amplificarpasa obtener lineas clonalgSeccion
9.2.2).

LaFigura 8.1 muestramagenes representativas de transmision y confocales de colonias de la
linea celular W4 eGHRANOG,; se puede verificar la expresiore@-PNANOG en todas las
células.

W4 eGFP-NANOG

Figura 8.1. Linea celular W4 eGRRNOG.Iméagenes de transmision (izquierda) y confocales
(derecha) de la linea W4 eGNRNOG mostrando la expresion de e@®#FNOG en (A) colonia y (B)
célula Unica. Barra de escala 5 um.

Posteriormente, realizamos controles para verificar que el comportamiento de la linea
generada sea similar al de la linea parental. Estos controles son fundamentales no solo porque
la edicion del genoma puede generar comportamientos aberrantes en la léhglarcsino
porque resulta fundamental verificar que los niveles de expresion de-BBN®DG logrados
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no alteren las caracteristicas fundamentales de las CME tanto en esthfdmenciado como
en su capacidad de diferenciarse.

En primer lugar, verificamos que la morfologia general de la linesergea sea
cualitativamenteigual a la de su linea parental. Egura 8.2 muestrajue las células de la
linea W4 eGFRANOGorman colonias redondeadas y refringentes similares a las colonias
de la linea parental y consistente con la morfologia caracteristica de CME pluripotentes
indiferenciadas cultivadas en medio cdiry LIF(359)

-2i/LIF
+2i/LIF 24 h 48h

w4

P
N ‘r,
\

w4

eGFP-NANOG

Figura 8.2. Morfologia de la linea celular W4 e@RNOG Imagenes de transmision representativas

de colonias de la linea parental W4 (arriba), y la linea generada W4NGPG (abajo), ambas
cultivadas en medio de propagacion (+2i/LIF) y luego de 24 o 48 h de induccidn de la diferenciacion (
2i/LIF). Barra descala ® um.

Para estudiar si la linea generada mantenia su capacidad de diferenciarse a pesar de expresar
la proteina eGFRANOG de manera constitutiva, indujimos la diferenciacion mediahte
protocolo no dirigidoempleado previament¢Seccion 9.1.3 LaFHgura 8.2 muestrajue las
colonias de las célulag/4a eGFINANOGsometidas a dicho protocolo por 48 h son mas
aplanadas, amorfas y elongadas, sin bordes refringentes y con mayor separacion entre células
gue las CME indiferenciadasstas propiedades morfolégicas samikires a las observadas
encélulas de la linea parental sometidas al mismo tratamiento.

Para estudiar en mayor detalle si el proceso de diferenciacion se ve afectado por la presencia
de la proteina de fusion, analizamos la expresion de los geareg, Esrrb, Klf4 y Oct6 en
célulaseGFPNANOG sometidas ptotocolo de diferenciacion no dirigid&legimos los tres
primeros genes porque disminuyen su expresion rapidamente durante las primeras 48 h de
diferenciacion(21,220,272)mientras que el Ultimo aumenta su expresion en esta ventana
temporal de diferenciacion21,220,272) la Figura 8.3 muestrgue la expresion de estos
genes sigue el comportamiento esperado de acuerdo a la bibliogedfjasugiriendo que la
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expresion de la proteina de fusion eGRRNOG no modifica la capacidad de las células de
diferenciarse.

Nanog Esrrb
1g 14
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Figura8.3. Caracterizacion de la diferenciacion de la linea celular W4 e &AROG Andlisis de RT

gPCR de los genes Nanog, Esrrb, KIf4 y Oct6 en la linea WIN&SBB cultivadas en medio de
propagaciéon (0 h), o inducidas a diferenciarse por 24 o 48 h. Los resultados se muestran como las
medias * error estandar y graficados en escal2,laglativo a la condiciéon control de células
indiferenciadas (0 h).

Por ultimo, analizamos si la expresion de eA¥ANOG alteraleciclo celulade la linea W4.
Para ello, realizamos uniacion con ioduro de propidig cuantificamos el contenido de DNA
celular mediantecitometria de flujo(Seccién 9.2)3 LaFgura 8.4 muestraque la linea
generada presenta un ciclo celular similar al de la linea parental.

wa w4
eGFP-NANOG
4K
3K
c c 2K
g g
W K W 1K
50k 100k 150k 50k 100k 150k

Figura8.4. Caracterizacion del ciclo celular de la linea W4 eGRROGHistogramas de ciclo celular
obtenidos por tincion con ioduro de propidio y analisis de citometria de flujo de las lineas W4 y W4
eGFPNANOG.
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Los bajos niveles de expresion de la protedtea fusionson cruciales para mantener las
propiedadesesencialesle la linea celular W4 eGINANOGLamentablementeestosbajos

niveles de expresiomo permiten analizar la distribucion de la proteina por microscopia
confocal en las condiciones instrumentales utilizadas previamente para OCT4 y SOX2. La baja
intensidad de fluorescencia disminuye sustancialmente la relacion sefal/ruido y los
resultados 0 seran experimentalmente robustos.

En conclusion, la linea W4 eGRRNOG expresa la proteina de fusion deseada y presenta un
comportamiento similar a la linea parental en cuantcswaciclo celular, expresion de
marcadores de pluripotencia y capacidad de diferenciacion. Esta linea celular no nos permitira
analizar la distribucion de NANOG peresudiar la dinamica de este TF en CME.

8.2 Dinamica deeGFPNANOG enrel ciclo celular de CME
indiferenciadas

Enel Capitulo 6 (Seccion 6. observamogjue el paisaje de interacciones de los TF OCT4 y
SOXzon la cromatina varian durante el ciclo celular de CME. En esta seccion, decidimos
analizar si la dinamica de NANOG también cambia durante el ciclo celular de CME
indiferenciadas y en particular, durante las gabes de S.

Con este objetivo, transfectamos la linea W4 e®RAROG con PCNAP y realizamos
experimentos de FCS en las distintas fases del ciclo celular siguiendo los protocolos descriptos
para el estudio de la dinAmica de OCT4 y SO&(6n 6.1

La Figura 8.5 muestifas ACF obtenidas para NANOG en las distintas fases del ciclo celular,
las cuales fueron ajustadas corHaiacion2.2 paraobtener lostiempos caracteristicos das
interacciones NANOGomatina ysu distribucion entre estos sitios de uni@@eccion 2.4)1

X
=}
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0.5

G(t) normalizada
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o
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1é-3 le lb 1é—3 1.I0 16 1é-3 1I.0 1'0 1é-3 1I.O 1‘0
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Figura 8.5. Funcion de autocorrelacion de e@¥NOG en el ciclo celulaACF determinadas en
células individuales (gris) y ACF promedio (violeta) obtenidas paraN¥@¥BG durante G y las sub
fases ES, MSy L-S. Numero de células analizadas: 41 (G), €3,(E7 (MS) y 69 (S).
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La Figura 8.6 A muestgaie la fraccion de moléculas de NANOG que presentan interacciones
lentas con la cromatina amayor en la fase S que € mientras que la duracion de estas
interacciones fuesignificativamente menor. Estas observaciones son similares a los
comportamientos observados para OCT4 y SGXZipn6.4) y consistentes con un cambio

en el paisaje de interacciones de los TF frente a la reduccion de la actividad transcripcional
durante la replicacion del DNB24)

Ademas, estudiamos la dindmica de NANOG durante las diferentefases de S y
detectamos que los tiempos de interacciones NAN@@Bnatina se incrementan luego de la
transicion de ES a MS Figura 8.6 B
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Figura 8.6. Dindmica de eGINANOG en el ciclo celular de CME indiferenciaddgmpos
caracteristicos de interacciondentas (cuadrados) y rapidas (circulos) y sus correspondientes
fracciones obtenidas del ajuste deHeuacid 2.2a las ACF durante (A) G (gris) y la fase S (violeta) o
(B) las distintas sufases de S:-E, MS y LS (oscuro a claro, respectivamente)-véor<0.05. NUmero

de células analizadas: 41 (G), 43B§E47 (MS) y 69 (S).

8.3 Dinamica deeGFPNANOG ercélulas ES inducidas

En elCapitulo 7, observamos que las sefiales de diferenciacion recibidas en G1 promueven
cambios en la distribucidmuclear y en las interacciones con la cromatina de OCT4 y SOX2 en
la subfase ES subsecuente.

Por lo tanto, decidimos explorar si la dinAmica de NANOG en la{fagaribién responde a
sefales de diferenciacion recibidas en la fase G1 preara. ello, utilizamos células W4 eGFP
NANOG y las sometimos durante 4 h al protocolo de induccion de diferenciacion descripto en
la Sccion7.1 PosteriormenteutilizamosFCS$ara analizata dinamica de eGHRANOG en
células ES indiferenciadas e induciddsa Figura 8 muestra las ACF promedio para eGFP
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NANOGobtenidas por FCS en cada caSe puedeobservar que las curvas en células
inducidas (ES I) muestran una dindmica de e@¥HNOG sutiimente mas rapida.
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Figura 8.7. ACF para eGNRNOG en células-& inducidas en la fase G1 previaCF promedio
obtenidas para células-& indiferenciadas (violeta) y célula$ Enducidas (gris). Numero de células
analizadas: 43 ()45 ().

Estas ACF fueron ajustadas corbtaiacion2.2 paraobtener lostiempos caracteristicos de
interacciones NANO@Gomatina ysu distribucién entre los diferentes sitios de un{@gccién

2.4.7). LaHgura 88 muestra que la duracion de las interacciones de NANOG con la cromatina
fue sutil, pero significativamente menor en célulasSEinducidas con respecto a las
indiferenciadas. Ademas, detectamos un aumento en la fraccién de moléculas unidas a sitios
de union rapidos. Estos resultados sugieren una disminubéolas interacciones NANOG
cromatina en células -8 que fueron inducidas a difergarse en la fase G1 previa.
Sorprendentemente, el comportamiento de NAN@d#3eciera ser opuesto al observado para
OCT4 y SOX3édccion 7.p
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Figura 8.8. Dindmica de eGINANOG en células-& inducidas en la fase G1 previdiempos
caracteristicos de interacciones lentas (cuadrados) e interacciones rapidas (circulos) y sus
correspondientes fracciones obtenidos de las curvas de autocorrelacion en céluladiterenciadas

(lleno) e inducidas (vacio) para eGRRNOG. *Fralor<0.05. Namero de células analizadas: 43y(U)

45 (I).

Es importante destacar que, de acuerdo a la bibliografia, los niveles de NANOG no disminuyen
significativamente luego de 6 h de la induccion de la diferencig@6@) Ademas, en un
trabajo previo de nuestro grupo, reportamos que los niveles de RNA de Nanog no son
significativamente distintos luego de 5 h de recibir estimulo de diferenciacion en la fase G1
(272) Estos reportes sugieren gue los niveles de NANOG se mantendrian cosistagbede

4 h de induccion de la diferenciacion en G1.

En conclusién, la disminucion en los tiempos de interaccion NAN@T®tina y en las
fraccionedel TF unid@n las células-E inducidas, precede a la disminucion en los niveles de
expresion de este TEstepodria constituir uno de los primeros pasos para la disminucion de
la funcion deNANOGy la consiguiente represién de genes relacionados con la pluripotencia,
necesaria para el proceso de diferenciacion.
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8.4 Conclusiones

En este capitulo, estudiamdsas interaccones del TF depluripotencia NANOG con la
cromatina durante las distintas fasedel ciclo celular de CME y la salida del estado
pluripotente naive.

En primer lugar, observamos una disminucion en los tiempos de interaccion NANOG
cromatina en fase S comparado con G. Este resultado es similar a lo observado para OCT4 y
SOX2 eel Capitulo 6. Tatomo mencionamos en dicho capitulo, durante la fase S se produce
una disminucion de la actividad transcripcional debido a la replicacion del DNA, por lo que las
diferencias observadas entre G y S para los tres TF podria deberse a estos cambios en el
paisge de interacciones Féromatina.

Por otra parte observamogambiosen la dindmica de NANOG dentro de la fagéstntos a

los verificados para OCT4 y SOX2. Estos resultados indican que el paisaje de interacciones de
los tres TF con la cromatina cambian durante la fase S en CME indiferenciadas, de manera
diferente para cada TF. Esta observacion es légica dadoagpesar de que los treSF
componen ektorede pluripotencia, se diferencian en algunos de sus sitios de union y en sus
propiedades como moduladores de la expresion gé(seacion 1.4)

Por ultimo, reportamos que la induccion de la diferenciacion en G1 promueve interacciones
NANOGcromatina mas rapidas en célula$SEeste comportamiento es opuesto al observado
para OCT4 YBOX2 Feccidn 7.5). Estos resultados sugieren que la decondensacion de la
cromatina producida en célulasEinducidas3eccion 7.8no promueve una union masiva de

TF, sino que es selectiva al tipo de TF.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la induccién de la diferenciacion en G1
promueve una disminucion en las interacciones NAN@Gatina que se relacionaria con su

rol de TF de pluripotenciaaive y constituiria un mecanismo que antecede la rapida
disminucion en sus niveles de expresion. En contraste, la induccion de la diferenciacion
promueve un aumento de las interacciones de OCT4 y SOX2 con la cromatina, que podria
estar relacionada con sus rglele Thioneros Seccion3.1.2 y/o con la reguhcién génica

para iniciar el programa de diferenciacion.
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Discusion

Las CMP poseen la capacidad de aetwvarse indefinidamente y, antestimulos
apropiados, pueden diferenciarse a células derivadas de las tres capas gernitoaleste
motivo, poseerun enorme potenciaén el area dda medicina regenerativa, elodelado de
enfermedades y la medicina personalizada. Sin embargo, sus aplicaminrestan limitadas

por la complejidad de los protocolos de diferenciacion controlada y su baja eficiestiae

debe, en gran parte, al desconocimiento de aspectos fundamentales del proceso de

diferenciacion celularhaciendo imprescindible comprender los mecanismos moleculares
implicados en esta toma de decisiones.

Los TF de pluripotencia desempefian un papel central erantenimiento ddas propiedades

de las CMP, ya que regulan la expresion de genes especificos que determinan la identidad
celular. La movilidad y distribucion espacial de estos TF dentro del nicleo son aspectos claves
para la modulacion desu interaccion con la cromatina que define los programas
transcripcimales

En los ultimos afios, se maportado que el ciclo celular juega un rol muy relevante en la
regulacion del destino celular de I88E. Cada fase del cigeesenta un entorno Unico que
influye en como los TF y otros reguladores moleculares interactian con la cromatina y
modulan la expresion génica. En particular, las células son mas propensas a iniciar cambios
en su programa transcripcional cuando recibestiraulos de diferenciacion durante la fase
Glen comparacion con otras fases

En este trabajo de tesis, postulamos como hipotesis que la distribucion nuclear y la
interaccién de los TF de pluripotencia con la cromatina cambian durante el ciclo celular y que
la replicacion del DNA representa una ventana de oportunidad para ejeanasias en el
paisaje de interacciones de los TF de pluripotencia con la cromatina que definan un nuevo
programa transcripcional.

Para estudiar experimentalmente esta hipotesis, analizamosganizacion y dinamica de los

TF de pluripotencia durante el ciclo celular y, particularmente, durante la distintafased

de S (Capitulo 6). Ademas, estudiamos si las sefiales de diferenciacion recibidas en G1 afectan
la distribucién y las intera@mes con la cromatina de los TF clave para el mantenimiento de

la pluripotencia (Capitulo 7).

Como punto de partida, realizamos diversos estudios que validan aRERAomo marcador

del ciclo celular (Capitulo 5) y demostramos que esta es una metodologia eficaz para estudiar
CME vivas en distintas fases del ciclo celplarticularmente durante la fase S (Seccion 5.2).
Este método no solo nos permitié clasificar las células de manera precisa y minimamente
invasiva, sino también observar propiedades de las células en ldasasbde S.

Estudiamos la dindmica de OCT4, SOX2 y NANOG durante el ciclo celular de CME mediante la
técnica de FCS (Secciones 6.4 y 8.2). Nuestros resultados sugieren que, durante la replicacion
del DNA, estos TF se redistribuyen hacia sitios de interacciones mksaém la cromatina,
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en consonancia con una disminucion de la actividad transcripcional en la {3884,347)
Podemos concluir que los cambios que se producen durante la replicaciéon del DNA son
acompafiados de modificaciones en las interaccionesrdiRatina, que podrian contribuir a

la regulacion de la expresion génica en fase S.

A su vez, OCT4, SOX2 y NANOG muestran dinamicas diferentes durantefédsesuale S
(Secciones 6.4 y §,2ndicando que el paisaje de interacciones de los tres TF con la cromatina
varia de manera especifica para cada TF. Esta observacién es congruente con sus distintas
propiedades en cuanto a sitios de unidén a cromatina, proteinas con las que interacian y
diferentes roles como reguladores de la expresion génica (Seccion 1.4).

Por otra parte, analizamos la distribucion de OCT4 y SOX2 en las diferenfasesuble S y
observamos una reorganizacién de los condensados de estos TF lue§o derénte etapas
tempranas de la replicacion del DNA (Seccion 6.1). Lamentablementedimogsuestudiar la
distribucion nuclear de eGHPANOG debido a los bajos niveles de expresion de la linea
generada, requeridos para no afectar las propiedades de las CME (Seccion 8.1).

Dado que los foci de los TF se localizarian en regiones de heterocrofi@®)sanalizamos

si existe alguna correlaciéon entre los cambios en la distribucion de los TF y la organizacion de
la cromatina. Nuestros resultados indicaron que la redistribucién observada para OCT4 y
SOX2 en los inicios de la fase S no puede explicarsemamnit& por cambios en la
heterocromatina, sugiriendo la presencia de mecanismos adicionales (Seccion 6.2).
Hipotetizamos que estos cambios podrian estar vinculados a la replicacién de genes blanco
de OCT4 y SOX2 durant&SEpara lo cual estos TF deberiasodiarse de la cromatina y
reorganizarse en el nucleo celular. Al mismo tiempo, luego de la replicacién de regiones de
superenhancersexiste un rapido restablecimiento de la accesibilidad y actividad de estos
elementos(238) Dado que los foci de OCT4 han sido previamente vinculados a la formacién
y activacion de SE (Seccién 3.2), postulamos que el reclutamiento de TF a condensados en los
inicios de la fase S es relevante para reanudar la actividad de estos elementos reggulato

Hemos mencionado diversos antecedentes que destacan que las células son mas propensas
a iniciar cambios en su programa transcripcional frente a estimulos de diferenciacion
recibidos durante la fase G1 y que la inhibicién de la replicacion del DNA irtexfierel

cambio de expresion génica requerido para el inicio de la diferenciacion (Seccion 4.4). En este
sentido, las técnicas desarrolladas en este trabajo de tesis nos permitieron explorar aspectos
fundamentales de la regulacion de la transcripcion alnde célula Unica durante este
proceso.

En una primera instancia, diseflamos un protocolo que nos permitié estudiar la distribucion y
dinamica de los TF luego de la induccién de la diferenciacion en G1 en lefasbgecuente
(Seccion 7.1). Luego de la induccion, observamos cambios masikodigtnibucion nuclear

de los TF de pluripotenc{&eccion 7.2y una dinamica mas lenta para OCT4 y SOGZ&cion

7.5), sugiriendo una mayor interaccion de estos TF con determinados sitios en la cromatina
Por el contrario, NANOG presento interacciones mas rapidas con la cromatina en c8ulas E
inducidas (Seccion 8.3). Estos cambios podrian ser relevantes durante el inicio de la
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diferenciacion y las diferencias encontradas sugieren roles diferenciales de estos TF en la
regulacion de la salida del estado pluripotenggve

Nuestros resultados muestran que la induccion de la diferenciacion en G1 desencadena
inmediatamente (< 4h) cambios en la distribucion de los TF de pluripotencia y su dinamica.
Planteamos que estas modificaciones podrian estar asociadas con una reorganileata
cromatina durante el inicio de la diferenciacion, que afecta diferencialmente las interacciones
del TF de pluripotenciaaiveNANOG, respecto a las de OCT4 y SOX2. Estos cambios podrian
ser parte de un mecanismo rapido y coordinado temporal y @apaente que regula el inicio

de la diferenciacion.

t F Ny O2YLINBYRSNI YS22N) SadS LINRPOS&az2s> SaddzRAL
inducidas a diferenciarse (Seccidén 7.3). Nuestros resultados sugieren que las células que
recibieron la sefal de diferenciacién en la fase G1 presentan una rapida remiodely
decondensacién de regiones de heterocromatina durante la induccién de la salida del estado

de pluripotencianaive consistente con estudios previ(E95,348)

A su vez, también analizamos el rol de la marca epigenética represiva H3K27me3, ya que se
ha reportado un enlentecimiento en la trimetilacion de H3K27 en DNA naciente durante la
ventana temporal estudiada de la induccion de la diferencia@és) Para ello, utilizamos el
inhibidor de la demetilasa especifica de H3K27 -BISK

Nuestras observaciones indican que el aumento en H3K27me3 emawdpromueve la
reorganizacion de OCT4, impulsandodisolucion de logondensados (Seccion 7.4). Esta
redistribucién podria ser un mecanismo para regular esta marca epigenética ya que fue
reportado que los aumentos en la concentracion de OCT4 y SOX2 promueven la disminucion
de la trimetilacion de H3K2B52)

Un resultado interesante es que, tanto en las célukssiidiferenciadas tratadas con GBK

como en las células-& inducidas, disminuye drasticamente el nimero de condensados de
OCT4. Esta observacion, junto con antecedentes que sugieren un incrementa d
trimetilacién de H3K27 en CME en pluripotencia formatiysimnedcomparado con células

en estadonaive(Secciéon 3.1.1nos lleva a hipotetizar que la reorganizacion de los TF de
pluripotencia durante la induccion de la diferenciacion esta relaciar@mh el aumento de
H3K27me3 (Capitulo 7, Figura 7.10). Este modelo proporciona una base para futuros estudios
destinados a profundizar en los mecanismos moleculares especificos que regulan la
interaccion entre los TF y la cromatina durante el ciclo celyleen el proceso de
diferenciacion, poniendo en evidencia una posible conexion entre los condensados de los TF
de pluripotencia y marcas epigenéticas.

Por ultimo, debemos interpretar los resultados de esta tesis en el contexto de la actividad
pionera bien establecida de los TF OCT4 y SOX2, la cual es esencial para el mantenimiento de
la accesibilidad de la cromatina en CME (Seccién 3.1.2). Tanto ebcambl paisaje de
interacciones de estos TF con la cromatina observado durante ledasefde S (Capitulo 6)

y luego del estimulo de diferenciacion en G1 (Capitulo 7) pueden estar vinculados con la
actividad pionera de OCT4 y SOX2, facilitando la ageytuemodelacion de la cromatina
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para mantener el estado pluripotente o preparar la célula para la diferenciacion,
respectivamente. Este trabajo aporta una perspectiva adicional sobre como la actividad
pionera de estos TF podria contribuir a la dindmica de la cromatina y la regulacian de
pluripotencia y diferenciacién en CME.

En conclusidn, este trabajo de tesis ha expandido el conocimiento sobre la regulacion génica
en CME, proporcionando informacion sobre como se organizan y funcionan los TF de
pluripotencia durante el ciclo celular en los contextos de pluripotenaigey de inicio de la
diferenciacion. Nuestros resultados apoyan la hipotesis de que existe una ventana de
oportunidad al inicio de la fase S, durante la induccién de la diferenciacién, donde la
reorganizacion de la cromatina y la redistribucion de los THullpptencia desempefian un

papel relevante en la determinacion del destino celular.

A futuro, sera interesante profundizar en la relevancia de las marcas epigenéticas para la
distribucion de los TF de pluripotencia, y su relacion con el mantenimiento o establecimiento
de nuevos programas transcripcionales durante el ciclo celular o e@goale diferenciacion,
respectivamente. A su vez, serd relevante investigar el rol de la actividad pionera de OCT4 y
SOX2 en los hallazgos de este trabajo de tesis y establecer si los cambios en la organizacién
cromatina estudiados son causa y/o conseaiande la redistribucion en el paisaje de
interacciones de estos TF.

Camila M. Oses Oliveto Valeria Levi Alejandra Guberman
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