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Resumen técnico del proyecto:

De forma notable, los modelos de transformacion oncogénica in vitro son muy similares a los de reprogramacidn
celular. En la formacién de focos oncogénicos clasica, 1a transduccion de fibroblastos con K1f4 y eMyc promueve
la autorenovacion ilimitada, mientras que para la reprogramacion celular hay que afiadir a estos dos genes Octd v
SoxZ. Otras similitudes incluyen el cambio metabdlico desde fosforilacion oxidativa a glicolisis, el consumo
incrementado de glucosa, la variaciéon del niimero de mitocondrias v la transicion epitelio-mesénquima. Es
remarcable que los pacientes que sutren hipoxia cronica como consecuencia de diversas enfermedades tienen una
mayor incidencia de tumores, pero no se ha descrito una causa primaria comin a todos ellos. Estos datos nos
llevan a testar la hipdtesis de si las condiciones hipdxicas a las que estan sometidas estas células en modelos
fisiolégicos las hacen mas propensas a reprogramacion celular y/o transformacién oncogénica. Nuestra hipdtesis
es que la reprogramacion celular y la transformacion oncogénica son procesos relacionados cuyos mecanismaos

pueden ser elucidados por medio de modelos de modificacién metabdlica. El objetivo del proyecto es caracterizar
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la contribucion de la respuesta a la hipoxia a ambos procesos en modelos fisioldgicos. Para ello induciremos
reprogramacion celular y transformacién oncoggénica en células de pacientes con hipoxia crénica tales como
enfermedad pulmonar obstructiva crdnica, asi como de controles jGvenes y sanos de forma paralela. Se comparard
la eficiencia de la transformacion entre los diferentes grupos de pacientes y en condiciones de normoxia o hipoxia.
A continuacion por medio de RNA-seq se discernirdn los mecanismos moleculares involucrados en la
reprogramacion celular y la transformacion oncogénica por mediticacion metabdlica, y se intentard transferir este
conocimiento a generar protocolos clinicos del uso del O; medicinal como preventivo de tales transformaciones

en enfermedades que cursan con baja presién sanguinea de oxigeno.

MEMORIA FINAL

1. Método de sobreexpresion de los factores. Aunque en un principio el método propuesto era de tipo
integrativo por medio de la introduccion de los factores Oct4, K1f4, cMyc y Sox2 por medio de retrovirus,
por motivos de seguridad bioldgica se decidié usar un método no integrativo como los vectores
episomales (Figura 1), junto con transfeccidn por nucleofeccidn. De esta manera se evita el uso de
retrovirus con afinidad por células humanas que contienen ademas varios oncogenes humanos (cMyc y
KIf4) y se evitan riesgos de infeccién. Queremos destacar que esto conlleva desafortunadamente una
menor eficiencia de reprogramacion (0,001%-0,003% respecto a un 0,02% con retrovirus), debido a la

esperada baja eficiencia de transfeccion que puede ser alcanzada en células sanguineas humanas.

Vectores episomales empleados

MOS: vector episomal MMK: vector episomal pmax-GFP: plésmido

expresando Octd y expresando K1f4 y cMyc expresando 1a proteina

Sox2 fluorescente verde
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Figura 1. Detalle grafico de los vectores episomales empleados, Para la generacion de focos oncogénicos (OF)
se emplea el vector MMK, que contiene los genes KIf4 y ¢Myc. Para la generacion de iPSC ademas del MMK se
emplea el vector MOS, que contiene los genes Octd y Sox2. Ademas em ambos casos s¢ incluyd el pmax-GFP
que contiene la proteina fluorescente verde como gen reportero de la eficiencia de transfeccion.
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2. Tipos celulares a reprogramar. Se¢ utilizaron tres tipos celulares: Células mononucleares de la sangre

(PBMCs), Células mesenquimales de la grasa (SVF) y Fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) para

establecer un protocolo estandar en el cual fuera posible una comparacion de la eficiencia de reprogramacion

en normoxia versus hipoxia y entre los diferentes tipos de pacientes. En particular se pretendia establecer

primero si habia diferencias en la eficiencia de transfeccion entre tipos celulares y también si ésta estaba o no

influenciada por las condiciones de normoxia o de hipoxia. El método de aislamiento celular asi como el

aspecto microscopico de los diferentes tipos celulares empleados se muestran en la Tabla 1.

Tejido

Células empleadas

Sangre periférica de

donantes sanos

Liposucciones de

donantes sanos

Embriones de ratén de
14.5 dpc

Método de aislamiento

Aislamiento por gradiente
de densidad por

centrifugacion en Ficoll

Digestion con colagenasa

Comerciales de
AppliedStemCells

Contraste de fase

Tabla 1. Tipos celulares empleados, tejido de origen, método de aislamiento ¥ microfotografia de contraste de
fase de las células empleadas para establecer el método estindar de reprogramacién celular.

3. Caracterizacién eelular de la reprogramacién. Se llevd a cabo por tres vias:

3.1. Evaluacién morfolégica: Las células reprogramadas se hacen mas pequefias, con mayor ratio

niicleo/citoplasma y forman colonias compactas definidas por bordes claros como en la siguiente foto de

un cultivo en contraste de fase:
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3.2. Fosfatasa alealina. La pluripotencia (establecimiento de la reprogramacién) va asociada a la expresion
de fosfatasa alcalina, que se revela con Fast red como se aprecia en la siguiente foto en rojo. Asi las colonias
positivas suelen ser pluripotentes y las colonias negativas revelan colonias semi-reprogramadas o

diferenciadas.

3.3. Formacién de cuerpos embrioides. Para comprobar funcionalmente que las colonias generadas son de
hecho pluripotentes, éstas deben ser capaces de diferenciarse a células de las tres hojas embrionarias, por
lo que se llevan a cabo ensayos de formacion de cuerpos embrioides in vitro e inmunofluorescencia para
marcadores de dichas hojas (endodermo con albumina, mesodermo con vimentina y ectodermo con

citoqueratinas).

4. Método de reprogramacién (Culture timeline): El método empleado se detalla en la Figura 2.

Culture Appearance and
PBMCs/MEFs/SVF Switch to ES expansion of ,{i}h,.ﬁ Passage of
in 24 well-plates cell media colonies ﬁlﬁg\ iPSC colonies
. 00

| == | ! ¢
T T

Transfection OS/KM Plate the transfected PBMCs onto iPSCs”
factors + GFP mitomycinated MEFs characterization

Figura 2. Grafico detallado de los hitos de reprogramacién en cultivo. Las células se transfectan el primer
dia de cultivo, se les cambia el medio a uno especifico para células pluripotentes al dia siguiente y a los 3
dias se siembran sobre células nutricias (MEFs). Las colonias aparecen a los 7-12 dias y al cabo de un mes
han crecido lo suficiente para su caracterizacion.
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La reprogramacion de los tres tipos celulares se llevé a cabo en tres condiciones metabélicas: Normoxia (21%
02}, Hipoxia (3% O,) el mismo dia de la transfeccion (dfa 0 post-transfeccidn) e hipoxia (3% O,) a dia 4 post-
transfeccién, Estos dos dltimos casos se eligieron para dilucidar si las condiciones hipéxicas influyen ¢n la
reprogramacion solo una vez que ésta se ha iniciado o bien son favorecedoras s6lo si la hipoxia es previa a la

reprogramacion.

5. Resultados de la eficiencia de transfeccidn. Se encontraron diferencias significativas respecto del tipo celular,

siendo los MEFs las células con mayor eficiencia y los PBMCs las de menor, tal y como se esperaba (Figura 3).
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Figura 3. Eficiencia de transfeccién respecto al tipe celular. Se observa que la mayor eficiencia se consigue
para los MEFS (barras verdes) y la menor para los PBMCs (barras azules), con una eficiencia intermedia para las
células de la SVF (barras naranja).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la eficiencia de transfeccion respecto a las

condiciones de concentracion de oxigeno (Figura 4).
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Figura 4. Eficiencia de transfeccién respecto a la concentracion de oxigeno. Se observa que no hay diferencias
dentro de cada tipo celular entre las condiciones de normoxia (barras azules) hipoxia desde el dia de la transfeccidn
{barras granate) e hipoxia tras 4 dias de la transfeccion (barras vainilla).
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6. Resultados de la reprogramacidn celular: La reprogramacion con vectores episomales fue posible para todos
los tipos celulares empleados con una eficiencia muy elevada. La eficiencia media fue de 0,18% + 0,04% y la
méxima de 0,48% = 0,1%. En la Figura 5 se muestran ejemplos de colonias de células reprogramadas provenientes

de los diferentes tipos celulares empleados.

Figura 5. Microscopia de contraste de fase de colonias de células reprogramadas provenientes de PBMCs
(AyB),SVF(CyD)y MEFs (Ey F).

7. Resultados de la caracterizacion de las células reprogramadas generadas. Las colonias generadas son
pluripotentes, ya que tienen el potencial de diferenciarse en tipos celulares de las tres hojas embrionarias in vitro

tras la formacién espontinea de cuerpos embrioides (Figura 6).

DAPI Albumin Vimentin

100 um

100 um 100 pm

DAPI Albumin Cytokeratins

100 um

100 um

Figura 6. Formacién de cuerpos embrioides in vitro y caracterizacion de las células reprogramadas por
histoquimica para fosfatasa alcalina (AP) e inmunofluorescencia para marcadores de las tres hojas embrionarias.
A-D: Células reprogramadas provenientes de MEFs, E-H: Células reprogramadas provenientes de PBMCs. Las
colonias son negativas para fosfatasa alcalina por estar diferenciadas, y positivas para varias hojas embrionarias
{albimina para endodermo, vimentina para mesodermo y citoqueratinas para ectodermo). Se empled DAPI para
teflir todos los nucleos celulares.
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8. Resultados de las condiciones metabdlicas en la eficiencia de reprogramacién. La hipoxia incrementa

ligeramente la eficiencia de reprogramacion en todos los tipos celulares (Figura 7).
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Figura 7, Efecto de las diferentes concentraciones de oxigeno en la reprogramacion celular de los tres tipos
celulares utilizados. Normoxia: barras violeta, hipoxia desde el primer dia de la reprogramacion: barras granate
y desde el cuarto dia: barras vainilla. No hay diferencias entre hipoxia en el dia 4 respecto a dia 0, excepto en las
PBMCs donde la hipoxia es necesaria desde el principio para inducir un incremento en la reprogramacion.

Sin embargo, al rehacer las gréficas respecto a la eficiencia de transfeccion, se observé que el efecto de la hipoxia

se perdia en las células humanas, tanto los PBMCs como en las SVF (Figura 8):
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Figura 8. Eficiencia de reprogramacién respecto a la eficiencia de transfeccién bajo Ias diferentes
concentraciones de oxigeno en la reprogramacién celular de los tres tipos celulares utilizados. Normoxia:
barras violeta, hipoxia desde ¢l primer dia de la reprogramacion: barras granate vy desde el cuarto dia: barras
vainilla.

11. Resultados de la formacion de focos oncogénicos. En primer lugar se procedié a establecer lineas de focos
oncogénicos (OF) a partir de células sanguineas (PBMCs) de donantes sanos. Para ello se derivaron OF por medio
de nucleofeccidn con los factores cMyc y Klif4 a la vez que se derivaron iPSC de las mismas células del mismo
donante afiadiendo ademéds Oct4 y Sox2. Las colonias obtenidas eran en todos los casos fosfatasa alcalina positivas

(Figura 9). No se encontraron diferencias morfologicas entre ambos tipos de colonias,
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1PSC OF

PBMCs

Figura 9. La pluripotencia va asociada a la expresién de fosfatasa alcalina, que se revela con Fast red como se
aprecia en la siguiente foto en rojo. Se han generado con éxito tanto iPSC como OF de células sanguineas del
mismo donante.

Para comprobar que las lineas generadas de OF lo son, se procedid a cultivarlas en un medio de cultive sin contacto
(Methocult), una caracteristica exclusiva de las células transformadas (Figura 10A). Ademds se comprobé que
eran positivas para el receptor del factor inhibidor de la leucemia, comprobando asi de forma efectiva su identidad

como células transformadas oncogénicas (Figura 10B-2D).

Figura 10. A: Microscopia de contraste de fase de Foco oncogénico creciendo sin anclaje en Methocult. B-D:
Inmunohistoquimica para LIFR (D, en rojo) de foco oncogénico (C: niicleos en azul con DAPI) y B: OF en
contraste de fase. Aumentos: 400x.

12. Comparativa entre reprogramaciéon y transformacion oncogénica. A continuacién se procedié a la
comparativa de la eficiencia de la reprogramacién y la transformacion oncogénica en PBMC. No hay diferencias
significativas en la eficiencia de los dos procesos (Figura 11). Puede verse una tendencia a la desaparicion de
algunas colonias con el paso del tiempo. La ausencia de diferencias significativas entre las eficiencias de los

procesos podria ayudar en las comparaciones entre pacientes y donantes sanos.
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Figura 11. Comparativa de la eficiencia de reprogramacion (iPSC) frente a la de transformacion (OF) de células
sanguineas (PBMCs) de donantes sanos a los 3, 6, 8 y 21 dias de la nucleofeccion. No hay diferencias
significativas, Los datos se muestran en porcentaje respecto a la eficiencia de nucleofeccién. Datos de n= 2
donantes x 2 réplicas técnicas.

13. Comparativa de la cinética de la reprogramacion respecto a las condiciones metabdélicas. Respecto de la
comparativa de la eficiencia de la reprogramacion en normoxia e hipoxia en PBMCs (Figura 12), ias eficiencias
de reprogramacion de las iPSCs obtenidas a partir de PBMCs se encuentran entre 0,07-0,1%. No existen
diferencias significativas entre normoxia ¢ hipoxia en las eficiencias de reprogramacion de las {PSCs obtenidas a
partir de PBMCs en los diferentes dias. Existe una diferencia significativa en la eficiencia de reprogramacion en

hipoxia entre los dias 3 y 8, p=<0.05.
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Figura 12. Comparativa de la formacién de iPSC en normoxia (barras azules) versus hipoxia (barras marrones)
en los diferentes dias desde PBMCs de donantes sanos. Datos de n= 2 donantes x 2 réplicas técnicas.

14. Resultados de reprogramacion en subtipos celulares dentro de la sangre periférica. Pensamos que esta
pérdida de la significacién en PBMCs podria deberse a la presencia de diversos tipos celulares que pueden
responder a la hipoxia de forma distinta. Ya que el porcentaje de linfocitos es de aproximadamente de un 80% en
sangre periférica, probablemente estos datos reflejan la falta de influencia de la hipoxia en los linfocitos. De hecho
se ha descrito que son los monocitos los mds susceptibles a cambios metabélicos inducidos por las condiciones
ambientales. Por ese motivo aislamos los dos subtipos principales de los PBMCs, linfocitos y monocitos (Figura

13}, ¥ volvimos a reprogramarlos por separado.
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MONOCYTE ISOLATION FROM PATIENT 15 PBMCs (male 52 y.o.)

varwn 52 pomen 007

File: varon 52 pbmes.00
Total Events: 7905

Region Evens % Gated % Tota
I linfos 8474  81.90 81.90
neutrofilos 147 186 185
Rty maenos 54 7.5% 7.51
Total PBMCs 7338 92.84 92.84

LYMPHOCYTES 88%

Y
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File: varen 52 monos.00
Total Events: 4455

Region Evenis % Gated % Tota

linfos 199 447 447
H] ’ neutrofilos 64 144 1.44
L monos 3320 T4.52 74.52
Tota! PBMC s 3698  83.01 83.01

MONOCYTES 90%
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Figura 13. Aislamiento de linfocitos y monocitos de la sangre de un donante sano, se observa un
enriquecimiento de un 90% en la poblacion monocitaria.

15. Resultados de la generacién de células reprogramadas a partir de linfocitos y monocitos de sangre
periférica. Ambas subpoblaciones se consiguieron reprogramar y transformar (Figura 14). Las colonias tienen

aspectos similares independientemente de su procedencia.
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Monocitos

Linfocitos

Figura 14, Histoquimica para fosfatasa alcalina (en rojo) de colonias reprogramadas y transformadas. Se han
generado con éxito tanto iPSC como OF de monocitos y linfocitos del mismo donante,

Como en el caso de los PBMCs, se calculd la eficiencia de la transfeccion en las subpoblaciones de células
sanguineas como el nimero de células GFP positivas respecto del nimero de células sembradas partido por 100
(Figura 15):

Figura 15: Microscopia de contrate de fase (izquierda) y de fluorescencia (derecha) mostrando linfocitos
efectivamente nucleofectados.

La eficiencia de transfeccion para las diferentes subpoblaciones fue de: Linfocitos 7%+4% n= 22 donantes;

Monocitos 12% +8% n=27 donantes.

16. Cinética de la reprogramacion en las diferentes subpoblaciones sanguineas. Se demostré que en
Linfocitos: Diferencia significativa p<0.05 en las eficiencias de reprogramacion en hipoxia entre el dia 6 y 8,
mientras que en Monocitos: Diferencia significativa en p=<0.05 las eficiencias de reprogramacién en hipoxia entre

el dia 6 y 15 (Figura 16):
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Figura 16: Cinética de la reprogramacion de linfocitos y monocitos en condiciones de normoxia (linea azul) ¢
hipoxia (linea marron). Asterisco: Diferencia estadisticamente significativa t de Student en p<0.05.

17. Eficiencia de la reprogramacion en las diferentes subpoblaciones sanguineas: La eficiencia de
reprogramacion de los linfocitos es mayor (0,08-0,1%) que la eficiencia de reprogramacion de los monocitos
(0,05%) en los distintos dias con diferencia significativa p<0.05 (Figura 17). De forma muy importante, y
demostrando que los datos obtenidos con la mezcla de PBMCs enmascaraban los resultados, se comprob6 que
existe una diferencia significativa entre normoxia e hipoxia en las eficiencias de reprogramacion en los monocitos

a los 15 dias p<0.05.
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Figura 17, Comparativa entre las eficiencias de reprogramacién de linfocitos (barras azules) y monocitos
{barras marrones) en los diferentes dias tras la nucleofeccién (dias 6, 8 y 15) y en condiciones de normoxia e
hipoxia. Asterisco: Diferencia estadisticamente significativa t de Student en p<0.05.

18. Eficiencia de la transformacion oncogénica en las diferentes subpoblaciones sanguineas: Respecto de la
transformacion oncogénica, los linfocitos presentan mayor facilidad para la reprogramacion pero no para la

transformacion (Figura 18). No hay diferencias en la eficiencia de transformacién oncogénica con el tiempo.
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Figura 18. Comparativa de la eficiencia de la transformacidn oncogénica (batras azul claro) en subpoblaciones
sanguineas (monocitos y linfocitos) de donantes sanos, No hay diferencias estadisticamente significativas.

Ademas se ha trabajado en ¢l establecimiento de un método de derivacion de las lineas que no conlleve el uso de
células nutricias, de forma que se facilite su aislamiento par los estudios posteriores de RNA-seq y que por tanto
no interfiera o enmascare posibles resultados moleculares. Este método se basa en el cultivo sobre una matriz
extracelular de Matrigel. De hecho, Los PBMCs se han conseguido reprogramar hacia iPSCs en ausencia de

células nutricias con morfologias similares (Figura 19):
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Matrigel

Figura 19. Histoquimica para fosfatasa alcalina de colonias iPSC originadas de PBMCs de un mismo
donante en presencia (MEF) o ausencia (Matrigel) de células nutricias.

La eficiencia de generacién de esas lineas reprogramadas fue similar en presencia o ausencia de células

nutricias (Figura 20):
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Figura 20. Eficiencia de reprogramacién mostrada como colonias/células transfectadas en presencia (MEF) o
ausencia (Matrigel) de células nutricias. n= 1 donante x 4 réplicas técnicas. p=0,39 no significativo.

»

rogramacion

Eficiencia

19. Derivacién de células reprogramadas y focos oncogénicos de pacientes con enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC). Se han generado iPSC y OF tanto de linfocitos como de monocitos (Figura 21):
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Figura 21. (A) Microscopia dptica de contraste de fase de OFs provenientes de linfocitos. (B) iPSCs
provenientes de linfocitos. (C) OFs provenientes de monocitos. (D) iPSCs provenientes de monocitos,
todos de pacientes con EPOC.

20. Eficiencia de la reprogramacién y la transformacién oncogénica en pacientes EPOC respecto de
donantes sanos.
Estas comparaciones se realizaron en condiciones de normoxia exclusivamente y a los 14 dias del cultivo.

20.1. Primero se realizé con los linfocitos, comprobdndose que existen diferencias significativas en la
reprogramacion celular, siendo mds alta en los pacientes con EPOC (Figura 22A). Aunque la tendencia es similar,
no existen sin embargo diferencias estadisticamente significativas en el caso de la transformacion oncogénica

(Figura 22B):
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Figura 22, Comparativa de la eficiencia de la reprogramacion celular (A) y la transformacion oncogénica (B)
en linfocitos de pacientes con EPOC respecto a sanos. Asterisco: Diferencia estadisticamente significativa t
de Student en p=0.05.

20.2. A continuacion se realizé la comparativa de la eficiencia de la reprogramacion celular y la
transformacién oncogénica utilizando la subpoblacién sanguinea de los monocitos. Al contrario que para
los linfocitos, aunque la tendencia era de mayor eficiencia en los EPOC para ambos procesos, s6lo se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en el caso de la transformacién oncogénica (Figura 23):
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Figura 23. Comparativa de la eficiencia de la reprogramacion celular (A) y la transformacién oncogénica (B)
en monocitos de pacientes con EPOC respecto a sanos. Asterisco: Diferencia estadisticamente significativa t
de Student en p=<0.05.

21. Resultados curriculares
- Un contrato:
*  Adrian Moratilla Riofrio
- Dos Trabajos Fin de Master:
*  Andrea Santos Caceres, Contribution of metabolic modification to cellular reprogramming.
UAM, Julioc 2017, Calificacién: Sobresaliente
= Alba Cabrera Fisac, Comparacién de la reprogramacion celular y la transformacion oncogénica
in vitro en diferentes subpoblaciones de leucocitos. UAM, Julio 2618, Calificacion:
Sobresaliente
- Un Trabajo Fir de Grado:
Pilar Gonzalez Molina. Comparativa de las condiciones metabdlicas en 1a reprogramacion celular de
diferentes subpoblaciones de células sanguineas. UAH, Julio 2018, Calificacién: Sobresaliente
- Una Publicacién: De Miguel MP, Moratilla A, Cabrera-Fisac A, Gonzédlez-Molina P. Toward Induced
Pluripotent Stem Cells for Clinical Use: Sources, Methods and  Selection. Frontiers in Stem Cell and

Regenerative Medicine Research, 2019, 1-33. Agradecimientos a la FDM,
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- Resultados preliminares que han permitide pedir un Proyecto al MICINNUV: Contribucién de la

modificacién metabolica a la reprogramacion celular y la transformacién oncogénica (HIPONREP).

Resultados pendientes

e Un Trabajo Fin de Grado: Miriam Santos Medina. Reprogramacién celular en pacientes con

EPOC. UAH (previsto presentacion Junio 2019)

¢ Una publicacion: Cell reporgramming in COPD patients, (en preparacién)
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