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15 | RESUMEN

Histéricamente, el estudio de la biologia del desarrollo se ha efectuado en organismos
modelos clasicos. Recientemente, las células madre pluripotentes humanas (hPSC),
qgue incluyen tanto a las células madre embrionarias humanas (hESC) como a las
células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC), han surgido como un nuevo
modelo ofreciendo ventajas Unicas para los estudios del desarrollo. Las hPSC pueden
recapitular aspectos del desarrollo embrionario humano a la vez que mantienen la
capacidad de defirenciarse a cualquier linaje celular del organismo humano. Ademas,
las hPSC suponen un potente recurso en medicina regenerativa como fuente potencial
de células maduras funcionales capaces de reconstituir érganos o tejidos en individuos
con distintas patologias. Hasta ahora, los ensayos clinicos realizados con hPSC han
mostrado resultados prometedores. EI campo de la medicina regenerativa también
aborda la terapia génica en hPSC como tratamiento de enfermedades genéticas
mediante la edicién génica de las células del paciente. Sin embargo, uno de los
principales inconvenientes es la falta de funcionalidad de algunos tipos celulares
obtenidos a partir de hPSC, como las células madre hematopoyéticas (HSC). Por ello
es necesario seguir avanzando en esta area de investigacion.

La hematopoyesis es un proceso complejo que se inicia durante el desarrollo
embrionario temprano y sera responsable de originar todas las células
hematopoyéticas del individuo a lo largo de su vida. La hematopoyesis embrionaria se
divide en dos etapas: la hematopoyesis primitiva y definitiva. La primera etapa se
compone de la oleada 1 originando eritrocitos, macréfagos y megacariocitos primitivos
que permiten la oxigenacion del embrién y su crecimiento. La segunda etapa esta
constituida por la oleada 2, que produce progenitores eritro-mieloides y linfoides
multipotentes con caracteristicas fetales y adultas, y por la oleada 3 que genera las
HSC que migran al higado fetal y posteriormente a la medula ésea donde permanecen
de por vida sosteniendo al sistema hematopoyético adulto. La regulaciéon espacio-
temporal de la hematopoyesis esta controlada por diversos factores de transcripcion.
Uno de los mas importantes es RUNX1, cuya expresion esta controlada por dos
promotores y depende del splicing alternativo de sus exones que produce numerosas
isoformas, de las cuales las 3 mas estudiadas son RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. La
funcién de cada isoforma no esta bien definida, especialmente en humanos. Nuestro
primer objetivo es estudiar la funcién de las isoformas de RUNX1 en la hematopoyesis
humana usando hPSC como modelo biolégico. En primer lugar generamos lineas
hiPSC que sobre-expresan las isoformas de RUNX1 y examinamos su efecto en la
diferenciaciébn hematopoyética in vitro. Observamos que RUNX1a incrementa la
fomacibn de progenitores hemato-endoteliales (HEP) y hematopoyéticos
CD41a*CD45" durante la diferenciacion, mientras que la obtencién de progenitores
megacariociticos-eritroides (MEP) CD41a*CD235a" sblo se detect6 a dias tempranos
de la diferenciacién. En cambio, RUNX1b y RUNX1c aumentan la generaciéon de HEP
y progenitores CD41a*CD45" a dias tempranos de la diferenciacién. Ademas,
RUNX1b reduce la generacion de progenitores MEP y RUNX1c promueve su
formacion a dias tempranos de la diferenciacién. A continuacién, estudiamos la
capacidad clonogénica de las diferentes isoformas y observamos que RUNX1a
presenta un potencial clonogénico menor al control, mientras que RUNX1b no es
capaz de originar colonias hematopoyéticas. Por el contrario, RUNX1c presenta un
aumento de la capacidad clonogénica. Estos resultados indican que las isoformas de
RUNX1 poseen diferentes funciones durante la hematopoyesis de hiPSC, siendo
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RUNX1a y RUNX1c las isoformas de mayor relevancia durante la diferenciacién
hematopoyética.

Las transfusiones de plaquetas son esenciales para tratar a pacientes con
trombocitopenias que muestran un descenso del nimero de plaquetas circulantes en
el torrente sanguineo. Actualmente, la sangre periférica de donantes sanos es la Unica
fuente de plaquetas en clinica. Idealmente, podriamos usar plaguetas funcionales
generadas in vitro a partir de HSC derivadas del paciente, pero el problema radica en
que el cultivo y la expansién ex vivo de HSC es muy limitado. Una alternativa mas
eficiente, seria el uso de hPSC como fuente constante de plaquetas para uso clinico.
Aunque se han logrado algunos avances en este campo, la produccién de plaquetas a
partir de hPSC sigue siendo ineficiente y se requieren protocolos mas efectivos.
Reproducir las condiciones fisiologicas del nicho de la médula 6ésea podria potenciar la
generaciéon de megacariocitos y plaquetas derivadas de hPSC. El crecimiento y la
formacién de los megacariocitos ocurren en el nicho osteobldstico a bajas
concentraciones de Op, mientras que la maduracion de los megacariocitos ocurre en el
nicho vascular a una mayor concentracion de O, donde se liberan las plaquetas.
Nuestro segundo objetivo consiste en analizar el papel de la hipoxia en la
megacariopoyesis de hPSC. Para realizar estos estudios, llevamos a cabo la
diferenciacién a megacariocitos de hPSC, empleando diferentes condiciones de Oz
(2% O2 y 5% Oq). Nuestros resultados demuestran que la hipoxia reduce la viabilidad
celular de las hPSC seleccionando los progenitores hematopoyéticos CD34* de mayor
potencial megacariopoyético. Cabe destacar que la condicién fisiolégica (2% Oz- 5%
O») incrementa el nimero de megacariocitos y de plaquetas CD41a"CD42b* derivados
de hPSC. Ademas, nuestro grupo demostré que la expresion ectdpica de SCL
potenciaba la megacariopoyesis de hPSC. Por tanto, combinamos el efecto de la
hipoxia y la sobre-expresion de SCL para estudiar la megacariopoyesis de hPSC. En
contraste a nuestra hipétesis de partida, la hipoxia reduce la produccion de
megacariocitos en hPSC que sobre-expresan SCL. Analisis moleculares mas
detallados demostraron que las condiciones hipdxicas aceleran la degradacién de SCL
por el proteosoma mediado por su fosforilacién a través de MAPK. Estos resultados
nos permiten ampliar nuestro conocimiento sobre los mecanismos moleculares que
controlan la megacariopoyesis humana a partir de hPSC, asi como la mejora de los
protocolos actuales de diferenciacion megacariocitica.

Histéricamente, el empleo de hiPSC se ha basado en la generacion in vitro de
modelos humanos de enfermedad. Por tanto, disponemos de un modelo ideal para
estudiar los aspectos moleculares y funcionales implicados en el desarrollo de
enfermedades, ademas de poder desarrollar nuevos enfoques terapéuticos. El
trastorno plaquetario familiar con neoplasia mieloide asociada (FPDMM) es una
enfermedad plaquetaria rara, causada por mutaciones en el gen RUNXT1 vy
caracterizada por presentar trombocitopenia, funcién plaquetaria anormal y un mayor
riesgo de desarrollar otros trastornos sanguineos o canceres. Proponemos generar un
modelo humano de FPDMM con una mutacion no reportada en el exén 6 de RUNXT.
Generamos una linea hiPSC mediante la reprogramacion celular de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de una paciente con FPDMM, empleando
virus Sendai no integrativos que expresan los factores de reprogramacion de
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Yamanaka. Mediante andlisis funcionales y genéticos completamos la caracterizacion
de la nueva linea celular hiPSC. En primer lugar, se confirm6 la presencia de la
mutacion en RUNXT por secuenciacion Sanger. Andlisis de polimorfismos (STR)
demostraron la identidad genética entre las PBMC de la paciente y la linea celular
hiPSC. Mediante RT-PCR se comprobé el silenciamiento de los genes exdgenos de
reprogramacion y la activacion de los genes enddgenos de pluripotencia. Ademas, la
expresion de marcadores de pluripotencia se demostrd por citometria de flujo. La linea
hiPSC mostr6 un cariotipo normal y actividad positiva para fosfatasa alcalina.
Finalmente, para comprobar la capacidad de diferenciacion a las tres capas
germinales del embrion de la nueva linea hiPSC, se realizaron ensayos funcionales de
formacion de cuerpos embrionarios y formacion de teratomas. En ambos casos, se
demostraron estructuras especificas de endodermo (epitelio ciliado), mesodermo
(cartilago) y ectodermo (rosetas neurales). Ademas, también detectamos la expresién
de marcadores representativos de las tres capas germinales. La generacion de esta
linea representa una gran herramienta para estudiar la biologia de esta enfermedad, y
ademas nos permite aplicar nuevas terapias para el tratamiento de FPDMM, como la
correccién fenotipica mediante terapia génica o ensayo de nuevos farmacos.

Finalmente, nuestro laboratorio habia generado varios modelos celulares del Sindrome
de Bernard-Soulier (BSS) deficientes en GP9. Esta enfermedad es un trastorno
plaquetario monogénico poco frecuente, causado por la deficiencia congénita del
complejo glicoproteico GPIb-IX-V debido a mutaciones en GP1BA, GP1BB o GP9 y
caracterizado por macrotrombocitopenia y sangrados severos. Nuestro Ultimo objetivo
se centrd en validar uno de estos modelos de enfermedad y su correspondiente linea
hiPSC rescatada por terapia génica lentiviral mediante la expresién del gen silvestre
GP9. Realizamos la diferenciacion megacariocitica de las lineas hiPSC generadas.
Observamos que ambas lineas producen progenitores hematopoyéticos CD34",
progenitores megacariociticos CD34"CD41a* y células CD41a", de forma similar.
Durante la evaluacién de la diferenciacion megacariocitica terminal de estos
precursores, confirmamos que las células no rescatadas son incapaces de progresar y
generar megacariocitos maduros CD42a* y CD41a*CD42a*. Sin embargo, y de forma
destacada las células rescatadas son capaces de progresar y madurar hasta
megacariocitos maduros CD41a*CD42a’. Estos resultados muestran que la terapia
génica ha sido eficiente al restaurar la expresién de GPIX en la membrana de los
megacariocitos y ademas puede convertirse en una aproximacion terapéutica en un
futuro proximo para pacientes con BSS que presentan mutaciones en GP9.
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Developmental biology has long benefited from classical model organisms studies.
Recently, human pluripotent stem cells (hPSC), including human embryonic stem cells
(hESC) and human induced pluripotent stem cells (hiPSC), have emerged as a new
model system that offers unique advantages for developmental studies. hPSC are able
to recapitulate aspects of embryonic development while maintaining the ability to
become any cell lineage in the human body. In addition, hPSC are very useful in
regenerative medicine as a potential source of functional mature cells to reconstitute
organs or tissues in individuals with different pathologies. So far, hPSC have been
included in clinical trials with promising results. The regenerative medicine field also
includes gene therapy in hPSC as a treatment for genetic diseases based on gene
editing of the patients’ cells. However, one of the main problems is the lack of
functionality of some cell types obtained from hPSC, such as hematopoietic stem cells
(HSC). Therefore it is necessary to continue advancing in this research area.

Hematopoiesis is a complex process that begins during early embryonic development
and will be responsible to originate all hematopoietic cells of the individual throughout
his entire life. Embryonic hematopoiesis is divided into two stages: primitive and
definitive hematopoiesis. The first stage contains “wave 1” that generates primitive
erythrocytes, macrophages and megakaryocytes that allow embryo oxygenation and
growth. The second stage constituted by "wave 2”, which produces erythro-myeloid
and multipotent lymphoid progenitors with fetal and adult characteristics, and by “wave
3” consisted on HSC migration to the fetal liver and subsequently to the bone marrow
where they remain for life maintaining the whole adult hematopoietic system. The
spatio-temporal regulation of hematopoiesis is controlled by several transcription
factors. One of the most important is RUNX1, whose expression is regulated by two
alternative promoters and depends on alternative splicing of its exons producing
numerous isoforms. From them RUNX1a, RUNX1b and RUNX1c are the 3 most
studied. The function of each isoform is not well defined yet, especially in humans. Our
first objective is to study the function of RUNX1 isoforms in human hematopoiesis
using hPSC as a biological model. First, we generated hiPSC lines overexpressing
RUNX1 isoforms and examined their effect on hematopoietic differentiation in vitro. We
observed that RUNX1a increases the production of hemato-endothelial progenitors
(HEP) and CD41a"CD45" hematopoietic progenitors during differentiation, while the
generation of CD41a*CD235a" megakaryocytic-erythroid progenitors (MEP) was only
detected at early days of differentiation. In contrast, RUNX1b and RUNX1c isoforms
increased the generation of HEP and CD41a"CD45" progenitors at early days of
differentiation. Besides, RUNX1b reduced the generation of MEP, while RUNX1c
promoted MEP formation at early days of differentiation. Next, we studied the
clonogenic capacity of the different isoforms and we observed that RUNX1a has a
lower clonogenic potential compared to wild type cells, while RUNX1b was not capable
to produce hematopoietic colonies. In contrast, RUNX1c presented an increase in the
clonogenic capacity. These results indicate that RUNX1 isoforms have different
functions during human embryonic hematopoiesis, being RUNX1a and RUNX1c the
most relevant isoforms during hematopoietic differentiation.

Platelet transfusions are essential to treat patients with thrombocytopenias who show a
decrease in the number of circulating platelets in the bloodstream. Nowadays,
peripheral blood from healthy donors is the only source of platelets in clinic. Ideally, we
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could use functional platelets generated in vitro from HSC derived from the patient, but
the problem is that the ex vivo culture and expansion of HSC is very limited. hPSC
become a more efficient alternative that could be used as a continuous source of
platelets for clinical use. Although there have been some advances in this field, platelet
production from hPSC remains inefficient and more effective protocols are required.
Mimicking physiological conditions of the bone marrow niche can be a helpful
improvement. The growth and formation of megakaryocytes occurs in the osteoblastic
niche at low O concentrations, while megakaryocytic maturation occurs in the vascular
niche at a higher Oz concentration, where platelets are released. Our second aim will
be to study the role of hypoxia in megakaryopoiesis from hPSC. To complete these
studies we performed megakaryocyte differentiation at different Oo conditions (2% O»
and 5% 0Oy). Our results demonstrated that hypoxia reduces the cellular viability of
hPSC by selecting CD34" hematopoietic progenitors with the highest megakaryopoietic
potential. Importantly, the physiological condition (2% O2- 5% Og2) increases the
number of both CD41a"CD42b™ megakaryocytes and platelets derived from hPSC.
Moreover, our group showed that SCL-overexpression potentiated megakaryopoiesis
from hPSC. So, we combined the effects of hypoxia and SCL over-expression to study
megakaryopoiesis of hPSC. In contrast to our original hypothesis, hypoxia reduced
megakaryocyte production in SCL-overexpressing hPSC. A more detailed molecular
analysis showed that SCL is degraded under hypoxic conditions by the proteasome in
a MAPK-dependent manner. These results allow us to increase our understanding of
the molecular mechanisms controlling human megakaryopoiesis from hPSC, as well as
the improvement of current megakaryocyte differentiation protocols.

hiPSC have been historically used to generate human disease models in a dish. In that
way, we will have an ideal model to study molecular and functional aspects of the
diseases and also it will help us to develop new therapeutic approaches. Familial
platelet disorder with associated myeloid malignancy (FPDMM) is a rare platelet
disorder caused by mutations in RUNX17 gene, characterized by thrombocytopenia,
abnormal platelet function and an increased risk of developing other blood disorders or
cancers. We propose to generate a human FPDMM model with a non-previously
reported mutation in exon 6 of RUNX1. We generated a hiPSC line by cellular
reprogramming of PBMC from a FPDMM patient using non-integrative Sendai viruses
expressing Yamanaka reprogramming factors. Through functional and genetic
analyses we completed the characterization of the new hiPSC cell line. First, the
presence of the RUNX1 mutation was confirmed by Sanger sequencing. STR analysis
demonstrated the genetic identity between the original mononuclear cells from the
patient and the hiPSC cell line. RT-PCR verified the silencing of exogenous
reprogramming genes and the activation of endogenous pluripotency genes. Also, the
expression of surface pluripotency markers was demonstrated by flow cytometry. The
new hiPSC line showed a normal karyotype and positive activity for alkaline
phosphatase. Finally, to demonstrate the capacity of hiPSC line to differentiate into the
three germ layers in vitro and in vivo, embryoid bodies and teratoma formation assays
were accomplished. In both cases, specific structures from endoderm (ciliated
epithelium), mesoderm (cartilage) and ectoderm (neural rosettes) were demostrated.
Besides, we also detected the expression of representative markers of the three germ
layers. The generation of this line represents a great tool to study the biology of this
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disease, and also allows us to apply new therapies for the treatment of FPDMM, such
as phenotypic correction by gene therapy or testing of new drugs.

Finally, our laboratory had generated several models of Bernard-Soulier syndrome
(BSS) deficient in GP9. This disease is a rare monogenic platelet disorder caused by
congenital deficiency of the GPIlb-IX-V glycoprotein complex due to mutations in
GP1BA, GP1BB or GP9 and characterized by macrochrombocytopenia and severe
bleeding. Our last aim was to validate one of this disease model and its corresponding
rescued hiPSC cell line, in which GP9 wildtype gene was introduced by lentiviral
vectors. We performed the megakaryocytic differentiation in both hiPSC lines. We
observed that both produced CD34" hematopoietic progenitors, CD34°CD41a”
megakaryocyte progenitors and CD41a" cells, in a similar way. Interestingly, during the
evaluation of the terminal megakaryocytic differentiation of these precursors, we
confirmed that the original non-rescued hiPSC cells were unable to progress and to
generate CD42a* and CD41a*CD42a* mature megakaryocytic cells. However, GP9-
rescued cells were able to progress and produced mature megakaryocytes. These
results show that gene therapy has been efficient to restore GPIX expression on
megakaryocytes’ surface and can also become a therapeutic approach for patients with
BSS carrying GP9 mutations in the next future.
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7AAD: 7-aminoactinomicina D

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario

AGM: Aorta-gonada-mesonefros

AGM: del inglés Aorta Gonad Mesonephros, region Aorta-Gonada-Mesonefros
ALL: del inglés Acute Lymphoblastic Leukemia, Leucemia Linfoblastica Aguda
AML: del inglés Acute Myeloid Leukemia, Leucemia Mieloide Aguda

AML1: del inglés Acute Myeloid Leukemia 1

AML1: del inglés Acute Myeloid Leukemia 1

APC: Aloficocianina

APC-Cy7: Aloficocianina-cianina 7.

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido Ribonucleico mensajero

BMP4: del inglés Bone Morphogenetic Protein 4, Proteina Morfogenetica Osea 4.
BNLC: Banco Nacional de Lineas Celulares

BSS: del inglés, Bernard-Soulier Syndrome, Sindrome de Bernard-Soulier.
CBF: del inglés Core binding factor

CBF: del inglés Core binding factor

CBFp: Core binding factor 3

CBFB: del inglés, Core Binding Factor 3

CD235a: GYPA, del inglés Glycophorin A, Glicoforina A.

CD31: PECAM1, del inglés Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule 1, Molecula de
Adhesion Celular entre Plaquetas y Endotelio 1.

CD41a: ITGA2B, del inglés Integrin subunit alpha 2b, Integrina subunidad alfa 2b.
CD42a: Glicoproteina IX plaquetaria

CD42b: Glicoproteina GPIba plaquetaria

CD43: SPN, del inglés Sialophorin o Leukosialin, Sialoforina o Leucosialina.

CD45: PTPRC, del inglés Protein Tyrosin Phosphatase receptor type C, Receptor tipo
C de Protein Tirosin Fosfatasa.
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CFU: del inglés Colony Forming Units, Unidades Formadoras De Colonias
CFU-E: unidades formadoras de colonias de eritrocitos.

CFU-G: unidades formadoras de colonias de granulocitos

CFU-GM: unidades formadoras de colonias de granulocitos y monocitos.
CFU-M: unidades formadoras de colonias de monocitos

CKAE1AES: del inglés Cytokeratin AE1/AES3, Citoqueratina AE1/AE3

CKI p57: del inglés Cyclin-dependent Kinase Inhibitor, Inhibidor de Quinasa
dependiente de Ciclina

CLP: del inglés Common Lymphoid Progenitor, Progenitor Linfoide Comun

CMML, del inglés Chronic Myelomonocytic Leukemia, Leucemia Mielomonocitica
Crobnica

CMP: del inglés Common Myeloid Progenitor, Progenitor Mieloide Comun

EBs: del inglés Embryoid Bodies, cuerpos embrionarios.

EDTA: del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid, Acido etilendiaminotetraacetico
EF1a: promotor del gen elongation factor 1a

EGFP: Enhanced Green fluorescent protein

EHT: del inglés Endothelium-Hematopoiesis Transition, Transicion Endotelio-
Hematopoyesis

EKLF: del inglés, Erythroid Krlppel-Like Factor

EMP: del inglés Erythro-Myeloid Progenitor, Progenitor Eritro-Mieloide
EV: del inglés Empty Vector, Vector Vacio

FBS: del inglés Fetal Bovine Serum, Suero Bovino Fetal

FDA: del inglés, Food and Drug Administration, Administracion de Alimentos y
Medicamentos

FDP/AML: del inglés Familial Platelet Disorder with predisposition to Acute Myeloid
Leukemia, Trastorno Plaquetario Familiar Con Predisposicién A Leucemia Mieloide
Aguda

FGF2: del inglés, Fibroblastic Growth Factor 2, Factor de Crecimiento Fibroblastico 2.
FISH: del inglés Fluorescence In Situ Hybridization, Hibridacion In Situ Fluorescente
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FIV: Fertilizacién in vitro
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FLNA: del inglés Filamin A, Filamina A

FPDMM: del inglés Familial Platelet Disorder with Associated Myeloid Malignancy,
Trastorno Plaquetario Familiar Con Neoplasia Mieloide Asociada

Fw: del inglés Forward, oligonucle6tido complementario a la cadena — del ADN en
direccién 5’-3'.

GAPDH: del inglés Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase, Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa

GFP: del inglés Green Fluorescent Protein, Proteina Verde Fluorescente

GMP: del inglés Granulocyte-Monocyte Progenitor, Progenitor Bipotente Granulocito-
Monocito

HEC: del inglés Haemogenic Endothelial Cells, Células Endoteliales Hemogénicas
HEP: del inglés Hemato-Endothelial Progenitors, Progenitores Hemato-Endoteliales.

hESC: del inglés, human Embryonic Stem Cells, Células Madre Embrionarias
Humanas

HIF: del inglés Hypoxia-Inducible Factor, Factor Inducible por Hipoxia

hiPSC: del inglés human induced Pluripotent Stem Cells, Células Madre Pluripotentes
Inducidas Humanas

HLA: del inglés Human Leukocyte Antigen, Antigeno Leucocitario Humano.
HLH: del inglés Helix-Loop-Helix

hMSC: del inglés human Mesenquimal Stem Cells, Células Madre Mesenquimales
Humanas

HOX: del inglés Homeobox Genes.

HPC: del inglés Hematopoietic Progenitor Cells, Células Progenitoras
Hematopoyéticas

hPSC: del inglés human Pluripotent Stem Cells, Células Madre Pluripotentes Humanas
HSC: del inglés Hematopoietic Stem Cells, Células Madre Hematopoyéticas

ICM: del inglés Inner Cell Mass, Masa Celular Interna

IL3: del inglés Interleukin 3, Interleucina 3.

IL6: del inglés Interleukin 6, Interleucina 6.

ISSCR: del inglésinternational Society for Stem Cell Research, Sociedad Internacional
para la Investigacién de Células Madre

JAK: del inglés Janus kinase, quinasa Janus
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LAD-III: del inglés Leukocyte Adhesion Deficiency, Sindrome de Deficiencia de
Adhesion Leucocitaria lll

LMPP: del inglés Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor, Progenitor Linfoide
Multipotente

LT-HSC: del inglés Long Term HSC, Células Madre Hematopoyéticas a Largo Plazo
LTR: del inglés Long Terminal Repeat

MEP: del inglés Megakaryocyte-Erythroid Progenitor, Progenitor Megacariocito-
Eritroide

mESC: del inglés mouse Embryonic Stem Cells, Células Madre Embrionarias De
Raton

miPSC: del inglés, mouse induced Pluripotent Stem Cells, Células Madre Pluripotentes
Inducidas De Rat6n

MLP: del inglés Multilymphoid Progenitor, Progenitor Multilinfoide

MOI: del inglés Multiplicity of Infection, Multiplicidad de infeccion. Namero de particulas
virales infectivas/célula

MPP: del inglés Multipotent Progenitors, Progenitores Multipotentes
MYH9: del inglés Myosin Heavy Chain 9, Miosina 9

Neo: gen que codifica para la proteina aminoglicosido 3’ fosfotransferasa, que inactiva
por fosforilacién los antibidticos aminoglicésidos.

NK: del inglés, Natural Killers, células asesinas

OP9: linea celular establecida a partir del estroma de la medula ésea de ratones
PBS: del inglés Phosphate Buffered Saline, Tampon Fosfato Salino.

PE: Ficoeritrina

PE-Cy7: Ficoeritrina-Cianina 7

PVDF: del inglés Polyvinylidene Fluoride, Polifluoruro de Vinilideno

PvWD: del inglés, Platelet-type von Willebrand Disease, Enfermedad von Willebrand
de tipo plaquetario.

gRT-PCR: del inglés quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction.
Reaccién en cadena de polimerasa de cadenas de ADNc obtenidas mediante
transcripciéon reversa de ARNm.

RHD: del inglés Runt Homology Domain, Dominio de Homologia Runt

ROS: del inglés Reactive Oxygen Species, Especies Reactivas de Oxigeno
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Rv: del inglés Reverse, oligonucleétido complementario a la cadena + del ADN en
direccién 5’-3'.

SATB1: del inglés Special AT-rich sequence-Binding protein 1, proteina 1 de unién a
secuencias ricas en AT

SCF: del inglés, Stem Cell Factor, Factor de Células Madre.

SCL: del inglés, Stem Cell Leukemia

SeV: del inglés Sendai virus, virus Sendai

Shh: del inglés, Sonic hedgehog, proteina de la familia hedgehog

SKY: del inglés Spectral Karyotype, Cariotipo Espectral

SNP: del inglés, Single Nucleotide Polimorfism, Polimorfismo de Nucleétido Unico
SSPA: Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia

STAT: del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription, Transductor de
sefales y activador de la transcripcién.

ST-HSC: del inglés Short Term HSC, Células Madre Hematopoyéticas a Corto Plazo
T25: Frasco de cultivo celular de 25 cm?

TAD: del inglés TransActivation Domain, Dominios Reguladores de la Transcripcién
TAL1: del inglés T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1

TF: del inglés Transcription Factors, Factores de Transcripcién

TGFB: del inglés Transforming Growth Factor B, Factor de Crecimiento Transformante

B

TNFa: del inglés Tumor Necrosis Factor A, Factor De Necrosis Tumoral a.
TPO: del inglés Thrombopoietin, Trombopoyetina.
UTR: del inglés Untranslated Region. Parte no traducida de un gen

VE-cadherin: del inglés, Vascular Endothelial-cadherin, molécula de adhesién
endotelial

VEGF: del inglés Vascular Endothelial Growth Factor, Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial.

VvWF: del inglés von Willebrand Factor, Factor von Willebrand
WNT: del inglés Wingless-related Integration Site.

a-MEM: del inglés a-Minimum Essential Medium, a-Medio Esencial Minimo
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1. Células madre pluripotentes humanas (hPSC)

1.1. Embriogénesis humana

La embriogénesis humana es el proceso biolégico que se inicia con la formacién y el
desarrollo del embrién humano (Figura 1). Se caracteriza por un periodo de division y
diferenciacién celular del embribn que ocurre durante las primeras etapas de
desarrollo. El estadio germinal comienza con la fertilizacién del embrion, proceso que
ocurre cuando el espermatozoide se fusiona con el oocito para formar una sola célula
llamada cigoto (célula diploide). El cigoto comienza a dividirse por mitosis mediante un
proceso llamado escisién. Las células en division, llamadas blastémeras se mantienen
indiferenciadas y se agregan formando una esfera dentro de la membrana del 6vulo
(zona pelucida). Cuando se forman 8 blastomeras, estas desarrollan uniones gap que
les permiten organizarse de forma integrada y coordinada.

Cuando el cigoto alcanza el estadio de unas 16-32 blastomeras, la esfera pasa a
llamarse mérula. En esta etapa, las células comienzan a unirse firmemente en un
proceso llamado compactacion. Las células contindan dividiéndose en la etapa de
blastulacion que consiste en la formaciéon del blastocisto. Las células de la capa
externa se diferencian a una estructura llamada trofoblasto y las células de la capa
interna forman la masa celular interna (ICM, del inglés Inner Cell Mass). Las células de
la ICM se diferencian hasta formar el embrioblasto y la polarizacién origina una
cavidad hueca llamada blastocele. El aumento de tamano del blastocisto provoca su
eclosion a través de la zona pellcida que acabara desintegrandose. La ICM dara lugar
al pre-embrién formando el saco vitelino, el saco amniético y el alantoides, mientras
que la capa externa del trofoblasto formara la placenta. La zona pellcida desaparece
por completo y las células del trofoblasto permiten que el blastocisto se adhiera al
endometrio, donde se producira la implantacién. Las células internas del trofoblasto se
convertirdn en el hipoblasto (endodermo primitivo), que se rodeara de una capa
superior llamada epiblasto (ectodermo primitivo) y estas capas formaran el disco
embrionario que se convertira en el embrién.

Posteriormente, comienza el proceso de gastrulacion por el cual el embrién se
reorganiza y diferencia hasta originar la gastrula, un disco trilaminar con 3 capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). Ademas, durante la gastrulacion el
embrién se orienta de forma especifica, estableciéndose una simetria bilateral. A partir
de las tres capas germinales se desarrollaran todas las estructuras y érganos del
cuerpo mediante procesos de somitogénesis, histogénesis y organogénesis. El
ectodermo desarrollard la epidermis, el sistema nervioso y los tejidos conectivos. El
mesodermo originara las células sanguineas, el corazdn y el sistema circulatorio, el
sistema 0seo, la musculatura y los rifiones. El endodermo dara lugar al sistema
digestivo, el higado, el pancreas y los pulmones1'2.
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Figura 1. Desarrollo embrionario humano. Tras la fertilizacion entre el espermatozoide y el oocito se
origina el cigoto que comienza a dividirse hasta formar la mérula y posteriormente el blastocisto durante la
etapa de blastulacion. El blastocisto esta formado por el trofoblasto, una cavidad interna y la masa celular
interna. Tras la implantacion, el embrion se diferencia hasta originar la géstrula, compuesta por las 3
capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) que daran lugar a los tejidos y 6rganos del
cuerpo humano®.

En la actualidad, se ha observado un incremento en los casos de infertilidad a causa
de la creciente exposiciobn a contaminantes ambientales y estilos de vida no
saludables. A finales del siglo pasado, se desarrollaron diversas técnicas de
reproduccion asistida para dar la oportunidad de tener hijos a parejas infértiles. Estas
tecnologias incluyen la administracion de sustancias para inducir la ovulacion, la
inseminacion artificial y los métodos de fertilizacion in vitro (FIV). En 1969, Edwards y
Steptoe desarrollaron las primeras investigaciones sobre la FIV en humanos
estableciendo las bases del procedimiento4'5. Anos después, tras profundizar en el
estudio de la reproduccién asistida lograron concebir al primer ser humano mediante
FIVE. Los dltimos avances en reproduccion asistida, asi como la mejora en el manejo,
cultivo y almacenamiento de los embriones han permitido crear un excedente de
embriones humanos para ser utilizados con fines reproductivos y para investigacion.
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Los embriones humanos pre-implantacion que se utilizan en investigacién se obtienen
generalmente de embriones descartados en el proceso de reproduccién asistida al ser
considerados de muy baja calidad o de embriones sobrantes tras los tratamientos de
reproduccion. En este ultimo caso, cuando el parto se ha completado con éxito las
parejas tienen varias opciones para los embriones almacenados”:

= Mantener a los embriones criopreservados para futuros embarazos de la
pareja. Los embriones criopreservados en fase de blastocisto pueden
conservarse durante cinco anos, segun lo reglamenta el R.D. 413/1996. Una
vez transcurrido este tiempo deben ser destruidos o donados para
investigacion.

= Desechar a los embriones

= Donar a los embriones, con fines reproductivos para otras parejas o para
investigacion, siempre que haya un banco de embriones dispuesto a
aceptarlos.

Sélo los embriones donados a la ciencia con el correspondiente consentimiento
informado de las parejas y aprobacion del comité ético correspondiente pueden usarse
en investigacion. La disponibilidad de embriones humanos para estudios de desarrollo
en investigacién implica una serie de problemas éticos y legales que restringen
notablemente su uso. En un principio, sélo se podia acceder a embriones humanos en
caso de abortos espontaneos. Recientemente, gracias al desarrollo de la FIV la
mayoria de los paises permiten cultivar embriones legalmente hasta el dia 14 del
desarrollo in vitro, lo que permite llevar a cabo estudios més detallados del desarrollo
embrionario humano pre-implantacional. En cambio, el estudio del periodo post-
implantacién es muy complicado dado que la Unica manera es a través de embriones
derivados de abortos consentidos mediante la obtencion del consentimiento informado
y la correspondiente aprobacién de un comité ético para su uso en investigacic')n7.

Por tanto, es necesario buscar modelos alternativos para el estudio del desarrollo
embrionario humano. En 1981, los investigadores Evans, Kaufman y Martin
consiguieron aislar y cultivar células de la ICM de embriones de raton a las cuales
denominaron células madre de raton (mESC, del inglés mouse Embryonic Stem
Ce//s)8'9. A partir de ese momento, se han llevado a cabo grandes avances en la
obtencién de células embrionarias de otras especies culminando con la generacion de
las primeras células madre embrionarias humanas (hESC, del inglés human
Embryonic Stem Cells) en 1998 por el grupo del Dr. Thomson'®. Afios mas tarde, en
2006 el grupo del Dr. Yamanaka logr6 revolucionar el campo de la investigacion con
células madre logrando generar las primeras células madre pluripotentes inducidas
derivadas de fibroblastos adultos o de embriones de ratén, denominadas miPSC (del
inglés, mouse induced Pluripotent Stem Cells). Estas células presentaban la misma
morfologia y propiedades de crecimiento que las mESC'". Posteriormente, en 2007 el
mismo grupo de investigacion generé células madre pluripotentes inducidas de
humano (hiPSC, del inglés human induced Pluripotent Stem Cells) mediante la
reprogramacién de fibroblastos humanos adultos. Estas células poseian las mismas
caracteristicas que las hESC'2. En paralelo, el grupo del Dr. Thomson también generé
hiPSC a partir de células somaticas humanas'®.
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1.2. Definicion y caracteristicas de las hPSC

Las células madre pluripotentes humanas (hPSC, del inglés human Pluripotent Stem
Cells) son células con capacidad de auto-renovacién, crecimiento ilimitado in vitro y
potencialidad para diferenciarse a cualquier linaje celular representativo de las tres
capas germinales de un embribn en desarrollo (ectodermo, mesodermo vy
endodermo)”.

Las hPSC poseen mecanismos moleculares y rutas de senalizacion que controlan la
capacidad de auto-renovacion y diferenciacién a cualquier linaje celular del organismo.
Se han identificado tres factores de transcripcion (TF, del inglés Transcription Factors)
claves que controlan el mantenimiento del estado pluripotente y son OCT4, SOX2 y
NANOG. OCT4, SOX2 y NANOG constituyen el ndcleo transcripcional, ya que su
expresion es fundamental para establecer la identidad celular de las células madre y
para el desarrollo temprano del embrion. Estos tres factores se unen a sus propios
promotores de forma cooperativa y forman un circuito interconectado de auto-
regulacion. De todos ellos, OCT4 es el mas indispensable ya que presenta funciones
activadoras que inducen y mantienen la pluripotencia, pero ademas tiene funciones
represoras que inducen la diferenciacién celular (Figura 2). Por tanto, OCT4 es
considerado como el regulador esencial de la pluripotencia15'16.
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Figura 2. Regulacion transcripcional de la pluripotencia de hPSC. OCT4, SOX2 y NANOG conforman
el ndcleo transcripcional que regula el mantenimiento de la auto-renovacion de las hPSC y la capacidad
de diferenciacion a cualquier linaje celular. OCT4 es un activador de la capacidad de auto-renovacion,
mientras que cuando funciona como represor induce la diferenciacion de las hPSC a linaje especifico15.
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Las hPSC deben ser caracterizadas para determinar su potencial real y poder ser
empleadas tanto en investigacién basica como para aplicaciones clinicas. Para la
lograr una caracterizacion celular completa de las hPSC deben realizarse varios
ensayos:

Marcadores de pluripotencia. La expresidon de marcadores de pluripotencia se
lleva a cabo mediante el andlisis de marcadores de superficie especificos de
las hPSC, como son SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y SSEA-3, y ademas
pueden detectarse los TF enddgenos OCT-4, NANOG, SOX2 y REX1,
caracteristicos de las hPSC. El ensayo de pluripotencia puede llevarse a cabo
por varios métodos complementarios: inmunofluorescencia, RT-PCR (del
inglés, Reverse transcription polymerase chain reaction) y/o citometria de
flujo' " 8.

o La inmunofluorescencia es un método rapido y facil, pero es cualitativo
y requiere de un cultivo negativo para sustraer la sefial de fondo.

o La RT-PCR permite cuantificar los niveles de expresion endoégena a
nivel de ARNm de los TF de pluripotencia. Aunque la técnica es
informativa al mostrar el fenotipo de todo el cultivo celular, se pierde la
informacion sobre la homogeneidad de la poblacion celular.

o La citometria de flujo complementa a la RT-PCR ya que provee
informacion de diferentes poblaciones celulares de las hPSC. Puede
emplearse para detectar tanto marcadores celulares de membrana
(SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 y SSEA-3) como intracelulares (OCT-4 y
NANOG).

Ensayo de actividad de la fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina es una
enzima que se encuentra presente en la membrana celular de todos los tejidos
corporales. En hPSC, esta enzima se encuentra altamente expresada y por
ello, esta técnica es ampliamente usada como marcador o indicador clave de la
pluripotencia de las hPSC. Ademas, es un método rapido y sencillo que permite
que las células con actividad fosfatasa alcalina se tifian de color rosado'®%°.

Andlisis citogenético. Para visualizar el patrén cromosémico de las hPSC se
realiza un cariotipo por bandeo-G mediante tincién de Giemsa y/o técnicas de
citogenética molecular como el FISH (del inglés, Fluorescence in situ
hybridization o el SKY (del inglés Spectral Karyotype). En el cariotipo clasico se
suele utilizar una solucion de Giemsa como tincion (especifica para los grupos
fosfato del ADN) para colorear las bandas de los cromosomas (Bandas-G).
Cada cromosoma tiene un patrén caracteristico de banda que ayuda a
identificarla (Figura 3). Como alternativas a la tincién Giemsa, se encuentran
las técnicas moleculares FISH o SKY, ya que presentan una mayor precision
al bandeo-G al permitir el estudio y la visualizacién simultanea de los 23 pares
de cromosomas mediante sondas fluorescentes que identifican cada
cromosoma con un color diferente. Estas técnicas mejoran la identificacion y el
diagnéstico de alteraciones cromosdmicas que no pueden verse por la tincién
Giemsa?'?,
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Figura 3. Analisis cromosomico por tincion de Giemsa. La imagen muestra un cariotipo
) - 22
normal, 46 XY realizado con la técnica de bandeo-G™.

Arrays para la deteccion de SNPs. Los arrays para la deteccion de SNPs (del
inglés, Single Nucleotide Polimorfism) son ampliamente usados para
determinar diferentes polimorfismos en una poblacion. Los chips de ADN
pueden utilizarse para genotipar las secuencias de un genoma particular en
determinadas posiciones. Los oligonucle6tidos pequefios son capaces de
identificar polimorfismos de un s6lo nucleétido que podrian ser los
responsables de variaciones genéticas dentro de una poblacion. Esta técnica
es mucho mas susceptible y una alternativa mas adecuada que el cariotipado
que a veces no es suficiente para detectar ciertas alteraciones comosémicas>.

Diferenciacién _in_vitro. Se realizan ensayos de formacion de cuerpos
embrioides (EBs, del inglés Embryoid Bodies). Los EBs son agregados de
células pluripotentes que inducen la diferenciacion hacia las tres capas
germinales del embrion (ectodermo, mesodermo y endodermo). Se utilizan
técnicas de inmunocitoquimica para detectar marcadores celulares especificos
de las tres capas germinales del embrion?,

Diferenciaciéon in vivo. La formacion de teratomas evalia la generacion
espontanea de tejidos diferenciados pertenecientes a las tres capas germinales
tras la inyeccibn de hPSC en un ratén inmunodeprimido. Esta técnica
determina el potencial de desarrollo a nivel poblacional ya que los teratomas no
pueden formarse a partir de células individuales. Ademas, al no ser una técnica
cuantitativa so6lo puede realizarse un andlisis histolégico de los diferentes
tejidos que se han diferenciado dentro de los teratomas. La formacién de
teratomas es el ensayo de referencia para evaluar el potencial de desarrollo de
las hPSC?. Una técnica mas novedosa es la formacion de blastocistos
quimeéricos que evalua la contribucion de las PSC introducidas en embriones,
en estadio de mérula o blastocisto durante el desarrollo embrionario. Las PSC
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de alta calidad dan lugar a un desarrollo normal generando quimeras de gran
calidad que colonizan todos los tejidos embrionarios, incluida la linea germinal.
Por el contrario, las PSC de menor calidad producen bajo quimerismo o
embriones con viabilidad reducida. Este tipo de ensayos puede realizarse entre
PSC y embriones de la misma especie o inter-especie (humano-ratén, humano-
cerdo o humano-primate principalmente). Tanto los ensayos de formacién de
quimeras de hPSC en embriones de raton como la formaciéon de quimeras con
embriones humanos estdn permitidos bajo unas normas estrictas y éticas
rigurosamente evaluadas por la comunidad internacional de investigacion con
células madre?®.

Tras completar la caracterizacion celular de las lineas hPSC para poder ser usadas en
investigacion, estas deben depositarse en el Banco Nacional de Lineas Celulares
(BNLC). EI BNLC esta adscrito a la Subdireccion General de Investigacién en Terapia
Celular y Medicina Regenerativa del Instituto de Salud Carlos Il (Espafia). Su objetivo
es garantizar la disponibilidad de las lineas celulares para la investigacion biomédica,
en todo el territorio nacional. El BNLC esta formado por varios nodos establecidos en
Barcelona, Valencia y Granada, siendo Granada el nodo central y ubicado en el
Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia (SSPA)27.

Por tanto, todas estas propiedades convierten a las hPSC en ideales como modelo de
estudio del desarrollo normal y patoldgico del ser humano.

1.3. Tipos de hPSC

Las hPSC en funcién de su origen y métodos de derivacién se clasifican en varios
tipos celulares:

1.3.1 hESC

Las hESC fueron las primeras hPSC cultivadas in vitro de forma exitosa. Estas células
se obtienen de la ICM del blastocisto de un embrién humano. Poseen la capacidad de
auto-renovacion y diferenciaciéon a todos los tipos celulares que aparecen en el
organismo adulto (Figura 4). Esta versatilidad permite que las hESC puedan ser
usadas para medicina regenerativa y terapia celular'®. Aunque, uno de los
inconvenientes para su empleo en terapia celular es el problema de la alogenicidad
cuando no existe histocompatibilidad entre individuos.



INTRODUCCION | 42
Células madre pluripotentes humanas

Morula

@

i Blastocyst

@lnner cell

mass
ESCs culture 4

O

Muscle cells 5. |-
; " A3
dls & N Liver cells
a0 A
%Q y % i
Blood cells ) ‘
X
w‘ Pancreatic Islet cells

Neurons Intestinal cells

Figura 4. Aislamiento de hESC procedentes de la ICM del blastocito de un embrion humano?.

Las hESC pueden obtenerse de varias fuentes celulares:

= Embriones crioconservados. Embriones humanos procedentes de los
tratamientos de FIV que ha sido cedidos mediante consentimiento informado
de las parejas para su uso en investigaciénzg.

» Blastémeros individuales. Se utilizan évulos fecundados que se dejan crecer
hasta formar unas 8-12 células (blastdmeras), una de estas células se extrae y
se cultiva. Cabe destacar que el embrién utilizado para esta técnica es
completamente viable por lo que se puede implantar en Utero y seguir un
desarrollo normal®®3",

= Blastocistos partenogenéticos. La partenogénesis es un método util para
obtener hESC por activacion de oocitos humanos no fertilizados mediante
técnicas fisicas o quimicas in vitro. Segun el método de activacion usado
pueden obtenerse hESC partenogenéticas heterocigotas u homocigotas para el
HLA. Las hESC partenogenéticas heterocigotas son muy Utiles para trasplantes
autologos. En cambio, las hESC partenogenéticas homocigotas pueden derivar
a células y tejidos histocompatibles para terapia celular de trasplantes
alogénicos, por lo que son muy valiosas para los bancos o depdsitos de hPSC.
Debemos destacar que una de las limitaciones de esta técnica es que la
terapia celular empleada solo podria aplicarse a mujeres32'34.

» Transferencia nuclear somatica. La transferencia del nucleo de una célula
somatica a un oocito humano enucleado y su posterior activacion permite
obtener hESC. Estas células poseen el mismo HLA que las células soméaticas
donantes pero tienen mitocondrias alogénicas procedentes del oocito, o que
puede desencadenar un rechazo inmune debido al contenido mitocondrial. Por
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tanto, debe tenerse en cuenta la alo-antigenicidad mitocondrial para el uso de
estas células como fines terapéuticos y clonacion®®€.

1.3.2. hiPSC

Las hiPSC son células somaticas derivadas de pacientes o donantes sanos que son
reprogramadas mediante la expresion ectépica de ciertas moléculas de ADNc, ARNm
o factores proteicos. Las técnicas de reprogramacion han avanzado en gran medida
desde los métodos iniciales que implicaban la integracién al azar de los vectores
virales en el genoma de la célula a reprogramar12, hasta los métodos actuales que no
precisan integrarse para llevar a cabo una reprogramacion efectiva, lo cual facilita su
potencial terapéutico37'42. Los diferentes métodos de reprogramacién abarcan la
expresion ectopica de los cuatro factores de reprogramacion (OCT4, SOX2, KLF4 y c-
MYC) descritos por el Dr. Yamanaka. Estos factores juegan un papel esencial en el
mantenimiento de la pluripotencia y diferenciacion de las hPSC. OCT4 y SOX2 son
imprescindibles en el mantenimiento de la pluripotencia, mientras que ¢c-MYC y KLF4
son oncogenes que inducen la diferenciacién celular y aumentan la eficiencia de
reprogramacién11'12. Alternativamente, el Dr. Thomson propone un método de
reprogramacion similar empleando los factores OCT4, SOX2, KLF4 y LIN28'3,

Los factores de reprogramacién pueden ser introducidos mediante virus integrativos
(retrovirus o Ientivirus)12'13, virus no integrativos (adenovirus, virus episomales, virus
Sendai, plasmidos de expresién...)37'41, medios fisicos (nucleofeccion) o quimicos
(Iipofeccién)42. Entre los métodos no integrativos, los virus Sendai (SeV, del inglés
Sendai virus) son una técnica muy novedosa, ampliamente utilizada en los ultimos
anos para reprogramar hiPSC. Los SeV son virus de ARN que pueden eliminarse
facilmente mediante seleccion negativa mediada por anticuerpos. Se replican en forma
de ARN monocatenario en el citoplasma de las células infectadas, por lo que el ADN
no se produciria ni se integraria en el genoma del huésped durante la transduccion.
Por tanto, son vectores seguros que pueden usarse en el campo de la terapia
génica39.

En un principio el proceso de reprogramacion es iniciado por los factores exdgenos,
pero la transformacion final a hiPSC madura se consigue gracias a la expresion de
factores enddégenos. Los pasos iniciales del proceso son reversibles hasta la
transformacién en intermediarios tardios. A partir de éstos se generaran las hiPSC
inmaduras, que han adquirido la pluripotencia pero aun conservan la memoria
epigenética de la célula original, hasta que finalmente las células hiPSC maduras
pierden dicha memoria cuando se completa el proceso de reprogramacic’md"q"44 (Figura
5).
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Figura 5. Esquema representativo de la reprogramacion celular de células somaticas a hiPSC y los
cambios que se producen en el proceso. Adaptada de Stadtfeld and Hochedlinger44

Tras la reprogramacion, las células somaticas son dirigidas a un estado pluripotente,
muy similar al de las hESC, por lo que adquieren la capacidad de auto-renovacion y
diferenciacion a cualquier linaje celular del organismo adulto12'13(Figura 6). La
generacién de hiPSC es un gran recurso para la obtencion de células especificas de
pacientes para llevar a cabo estudios celulares y moleculares de los mecanismos
implicados en el desarrollo de enfermedades. Una de sus principales ventajas es su
uso para trasplantes autologos45.
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Figura 6. Generacion de hiPSC por reprogramacion celular de células somaticas del propio
paciente. Adaptada de De Lazaro et al 45
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1.4. Aplicaciones potenciales de las hPSC

Las hPSC, debido a su capacidad de expansion ilimitada in vitro y diferenciacion a
cualquier linaje celular poseen diversas aplicaciones con potencial terapéutico tanto
para investigacion como para su uso en clinica e industria (Figura 7).
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Figura 7. Esquema representativo de las aplicaciones de hPSC en investigacion. Adaptada de Barad
et afl’®.

» Estudio del desarrollo biolégico. En biologia, uno de los principales retos es
entender el funcionamiento del desarrollo humano y la evolucién de
enfermedades, la mayoria de ellas causadas por defectos en el desarrollo o por
defectos génicos. La mayor parte del conocimiento sobre el desarrollo humano
ha sido extrapolado de estudios con organismos modelo. El ratén ha sido el
principal organismo experimental para modelar el desarrollo humano. Ratones
y humanos presentan un tamano genémico similar y comparten el 99% de sus
genes, ademas de presentar grandes similitudes en desarrollo, anatomia y
fisiologl'a47'48. Sin embargo, a pesar de ser un potente organismo modelo, tiene
notables limitaciones. Entre humanos y ratones existen diferencias obvias en el
desarrollo embrionario, y también diferencias importantes en el desarrollo del
sistema inmunolégico, por lo que algunas investigaciones sobre enfermedades
inmunolodgicas en ratones no son transferibles a los humanos*®. Por tanto, se
precisan nuevos modelos que recapitulen de manera mas exacta el desarrollo
humano. Cada vez existen mas evidencias que sugieren que la diferenciacion
in vitro de las hPSC recapitula aspectos del desarrollo humano, y que pueden
ser usadas como modelo de estudio del desarrollo biolégicoso. Uno de los
objetivos mas importantes de la investigacion con hPSC es conocer mejor los
controles genéticos y moleculares implicados tanto en el desarrollo humano
como en el desarrollo de las enfermedades, y asi poder establecer nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento de estas enfermedades.
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Ensayo de farmacos. El crecimiento ilimitado in vitro de las hiPSC las hace
ideales para la identificacion y el ensayo de nuevos farmacos para el disefio de
tratamientos especificos, sobre todo para el tratamiento de las enfermedades
degenerativa351. Los primeros ensayos de farmacos se llevaron a cabo con
hepatocitos y cardiomiocitos derivados de hiPSC, ya que los resultados son
mas robustos y faciles de evaluar’®®®. En el caso de las enfermedades
neurodegenerativas, la implementacion de ensayos de farmacos ha sido mas
lenta por la complejidad de la patologia. El dificil acceso al tejido afectado y la
dificultad para crecer estas células in vitro por largos periodos de tiempo
supone un gran problema en el disefio de farmacos especificos. Por lo que la
generacion de células neurales derivadas de hiPSC de pacientes o donantes
sanos supone un gran avance en la deteccién de compuestos y la evaluacion
de la eficacia del farmaco. Estas células mantienen los antecedentes genéticos
de los pacientes, por lo que modelan con mayor precision la fisiopatologia y los
fenotipos especificos de la enfermedad™*.

Estudios de citotoxicidad. La exposicion a diversos contaminantes ambientales,
como solventes industriales, metales o pesticidas se ha visto incrementada en
los dltimos afos y esto ha provocado un aumento de los defectos en
nacimiento tanto en animales como en humanos, ademas de provocar
enfermedades cardiacas, respiratorias, neurodegenerativas o ciertos tipos de
cancer™. Regularmente, se han empleado modelos animales para realizar
pruebas toxicologicas y establecer las pautas de exposicion humana. Sin
embargo, los ensayos in vivo son costosos y requieren mucho tiempo, por lo
que se precisa desarrollar métodos in vitro, rapidos y de bajo coste que puedan
usarse para detectar sustancias toxicas para el desarrollo humano o estudiar
los niveles toxicidad de ciertos contaminantes o farmacos. El empleo de las
hPSC es la mejor alternativa a los ensayos in vivo, ya que proporcionan un
entorno mas similar a las condiciones fisiol6gicas humanas para los ensayos
de citotoxicidad. De hecho, las células procedentes de hESC se utilizan en
gran medida en estudios de deteccion de sustancias téxicas para el desarrollo
humano®*®’. Ademas, el potencial que ofrecen las hiPSC en estudios de
medicina personalizada ha revolucionado el campo de la toxicologia. Las
células derivadas de las hiPSC son muy utilizadas para ensayos de
cardiotoxicidad, hepatotoxicidad y neurotoxicidad®®®°.

Generacion de modelos humanos de enfermedad. La generacion de hiPSC de
pacientes para desarrollar modelos de enfermedad permite profundizar en el
estudio de la enfermedad y el disefio de nuevos farmacos para su tratamiento,
dado que las hiPSC pueden mantenerse de forma ilimitada en cultivo y
diferenciarse a cualquier linaje celular. En 2009, Lee empledé hiPSC para
modelar la patogénesis de la disautonomia familiar®'. Desde entonces, se ha
ampliado el uso de las hiPSC en la generacion de modelos de enfermedad
para estudiar los mecanismos implicados en el desarrollo de estas
enfermedades. Hay muchos sindromes causados por la existencia de una o
mas copias extra de un cromosoma, como es el caso del Sindrome de Down,
para el cual se han generado varias lineas hiPSC que permitan estudiar el
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desarrollo de la enfermedad®®®®. Ademas, el uso de las hiPSC esta muy
extendido en el estudio de enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad del Parkinson®*®°. En especial, el disefio de modelos de hiPSC
en enfermedades monogénicas permite un mejor estudio del desarrollo de la
enfermedad y tratamiento por terapia génica, como es el caso del Sindrome de
Bernard-Soulier® 2.

= Medicina regenerativa. El principal objetivo de la medicina regenerativa es el
acceso a cualquier tipo celular de forma ilimitada, que permita la reconstitucion
de un tejido u dérgano lesionado. La falta de donantes es uno de los principales
problemas para estos pacientessg. El uso de las hiPSC ofrece un gran enfoque
para estos tratamientos, ya que las células que se usaran en el trasplante se
diferenciaran de las hiPSC previamente reparadas y generadas a partir de las
células somaticas del propio paciente. La degeneracién macular relacionada
con la edad ha sido la enfermedad més estudiada en el campo de la medicina
regenerativa. En 2012, se llevaron a cabo los primeros ensayos clinicos con
pacientes que presentaban degeneracion macular. Estos pacientes fueron
trasplantados con células epiteliales de pigmento retiniano derivadas de
hESC’® ElI seguimiento de estos pacientes confirmé una correcta evolucion y
por consiguiente una terapia celular eficaz basada en hESC’". En 2017,
comenzaron los primeros trasplantes de células de retina derivadas de hiPSC
autologas, siendo un gran éxito’?. El gran desafio es la generacion de células
funcionales de linaje terminal para su uso adecuado en clinica. Este problema
es particularmente grave para aquellos tipos celulares que adquieren su
funcionalidad en estadios tardios del desarrollo, como las células
hematopoyéticas73. Por tanto, es necesario desarrollar tecnologias que
produzcan células maduras y funcionales derivadas de hPSC.

Otra de las tecnologias potenciales que implica la medicina regenerativa, es la
terapia génica. La terapia génica ha supuesto una revolucion en la manera de
abordar el tratamiento de las enfermedades genéticas, puesto que ha abierto
un nuevo horizonte para curar enfermedades para las que hasta el momento
solo existian tratamientos orientados a paliar sus sintomas. La terapia génica
implica el uso de técnicas que permiten editar o modificar la informacion
genética del paciente para prevenir o curar enfermedades genéticas. A través
de la terapia génica se puede conseguir restablecer la funcion del gen mutado
causante de la enfermedad, y la estrategia mas comun es la introduccion de
una copia normal de éste en las células. También se puede inhibir o bloquear
el funcionamiento de aquellos genes que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad’®. Para llevar a cabo una terapia génica efectiva, es necesario el
uso de vectores adecuados. De todos los vectores virales y no virales que
pueden emplearse en terapia génica, los lentivirus son los vectores mas
utilizados. Son virus de ARN que tienen la capacidad de infectar células
independientemente de que estén o no en division, y por tanto poseen una
gama mas amplia de aplicaciones terapéuticas. Se han realizado esfuerzos
considerables para aumentar la seguridad y la eficacia de los lentivirus en el
campo de la terapia génica. Son muy utilizados en estudios disefiados para
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mejorar los trasplantes de células endoteliales vasculares en pacientes con
enfermedad cardiovascular’®. Ademas, muchos grupos de investigacion los
emplean en modelos animales como posible tratamiento para tratar la B-
Talasemia o la hemofilia B’®"’. También, se han reportado mejoras en otros
trastornos genéticos como la enfermedad del Parkinson, la fibrosis quistica o la
atrofia muscular espinal78'8°. Cabe destacar, que se han desarrollado y puesto
a punto numerosos ensayos clinicos de diversas patologias mediante el uso de
vectores lentivirales®'.

1.5. Aspectos éticos relacionados con la investigacion de hPSC

El uso de embriones humanos para la obtencion de hESC conlleva un cuidadoso
examen de las cuestiones éticas relacionados con la investigacién biomédica. El uso
de hESC en investigacién a veces se ve reducido a causa de estas implicaciones
legales. Por el contrario, investigadores y cientificos opinan sobre la necesidad de su
uso en investigacion y el gran potencial médico que ofrecen como terapia génica y su
traslado a investigacion clinica. Actualmente, se dispone de un mayor acceso a
determinados tipos de células madre (mesenquimales, del liquido amnidtico, de cordén
umbilical, de tejido adiposo o de orina) gracias a la existencia de biobancos que
contienen células madre para su uso en clinica o investigacion. Actualmente, la
generacion de hiPSC derivadas de células somaticas de pacientes o donantes sanos
minimiza el uso de hESC, pero aun asi continua habiendo problemas con el uso de
hiPSC en investigacion y ensayos clinicos. Para minimizar el riesgo de su uso en
investigacion, se debe obtener el correspondiente consentimiento informado de los
donantes y la aprobacion del comité ético. No obstante, todos los ensayos clinicos
deben ser cuidadosamente disefiados, justificados rigurosamente y llevados a cabo de
forma adecuada para proteger los derechos, los intereses y el bienestar de los sujetos
del ensayo clinico.

Los ensayos clinicos predominantes con hPSC son para tratar degeneracion de la
retina, enfermedades neurales, cardiacas y pancreéticas7°'71’82'85. A finales de enero
de 2009, la FDA (del inglés, Food and Drug Administration) aprobé el primer ensayo
clinico de una intervencion experimental basada en hESC para lesién de la médula
espinal. Las células progenitoras de oligodendrocitos derivadas de hESC
remielinizarian los axones de la médula espinal de sujetos con recientes lesiones
severas de médula espinal, pero tras intervenir a cuatro pacientes el ensayo fue
cancelado por razones de coste. Actualmente, hay una gran variedad de ensayos
clinicos que usan hPSC para tratar la degeneracion macular, y todos ellos consiguen
resultados prometedores con el uso de hESC para el tratamiento de esta
enfermedad’® 287 En 2014, se llevo a cabo el primer ensayo clinico para probar un
tratamiento contra la Diabetes Mellitus tipo | basado en hPSC. Tras la realizacién de
varios ensayos clinicos en los ultimos afios se ha determinado que la terapia celular
basada en hPSC es bastante prometedora para el tratamiento de esta enfermedad 82
8.8 Son varios los ensayos clinicos llevados a cabo hasta la fecha con hPSC.
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La tabla 1.5.1 muestra datos actualizados de los ensayos clinicos aprobados hasta la
fecha de 2018, de los cuales se han reportado 29 ensayos clinicos que implican el uso
de hESC y 3 basados en el uso de hiPSC®.

Tabla 1.5.1 Ensayos clinicos realizados con hPSC. Adaptada de Guhr et al.®®

Sponsor Disease(s) (as Indicated) Study ID Country

Clinical Trials
Based on hESCs

Assistance ischemic heart disease NCT02057900 France
Publique - Hopitaux
de Paris
Astellas Pharma Stargardt macular dystrophy NCT01345006 United States
Astellas Pharma advanced dry AMD NCT02463344 United States
Astellas Pharma AMD NCT03178149 not specified
Astellas Pharma AMD NCT01344993 United States
Astellas Pharma Stargardt macular dystrophy NCT02941991 UK
Astellas Pharma Stargardt macular dystrophy NCT01469832 UK
Astellas Pharma Stargardt macular dystrophy NCT02445612 United States
Astellas Pharma macular degenerative disease NCT03167203 not specified
Asterias Biotherapeutics spinal cord injury NCT02302157 United States
Asterias Biotherapeutics spinal cord injury NCT01217008 United States
Cell Cure Neurosciences AMD NCT02286089 Israel, United States
CHA Biotech dry AMD NCT01674829 Korea
CHA Biotech Stargardt macular dystrophy NCT01625559 Korea
Chinese Academy of Sciences dry AMD NCT03046407 China
Chinese Academy of Sciences nonexudative AMD NCT02755428 China
Chinese Academy of Sciences Parkinson’s disease NCT03119636 China
Chinese Academy of Sciences, dry AMD ChiCTR-0CB-15007054 China
Institute of Zoology
Chinese Academy of Sciences, retinitis pigmentosa ChiCTR-0CB-15007055 China
Institute of Zoology
Eye Institute of Xiamen University severe ocular surface diseases ChiCTR-0CB-15005968 China
Federal University of Sao Paulo AMD, Stargardt disease, NCT02903576 Brazil
exudative AMD
Pfizer AMD NCT03102138 UK
Pfizer AMD NCT01691261 UK
Regenerative Patch Technologies dry AMD NCT02590692 United States
Southwest Hospital, China macular degeneration diseases, NCT02749734 China
not specified
Viacyte diabetes mellitus type 1 NCT03162926 Canada
Viacyte diabetes mellitus type 1 NCT02239354 United States, Canada
Viacyte diabetes mellitus type 1 NCT02939118 United States, Canada
Viacyte diabetes mellitus type 1 NCT03163511 United States

with hypoglycemia

wpviavi WISLUIL|\I) \UI AluILuLLYg Jiuuy aw wwuniuy

Clinical Trials Based on hiPSCs

RIKEN exudative AMD UMIN000011929 Japan
(based on autologous iPSCs)

Cynata Therapeutics graft-versus-host disease NCT02923375 Australia, UK
(based on allogenic iPSCs)
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En la actualidad, todos los ensayos clinicos se registran en la web clinicaltrials.gov,
una practica comun para transmitir legitimidad. La Sociedad Internacional para la
Investigacién de Células Madre (ISSCR, del inglés The International Society for Stem
Cell Research) presenta una guia sobre las pautas a seguir en el uso de hPSC en
investigacion y su traslado a clinica. Estas pautas exigen rigor, supervision y
transparencia en todos los aspectos de la précticago.

Por tanto, debe haber un compromiso entre la ética y la finalidad del uso de hPSC
para investigacion, ya que el progreso técnico-cientifico debe basarse en la defensa y
proteccion del ser humano.
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2. Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso de generacion de las células sanguineas, un proceso
complejo por el cual las células madre hematopoyéticas (HSC, del inglés
Hematopoietic Stem Cells) proliferan y se diferencian hacia los distintos tipos de
células sanguineas maduras circulantes (granulocitos, linfocitos, monocitos, eritrocitos,
plaquetas, etc.). La hematopoyesis tiene lugar principalmente en la médula ésea,
donde una intrincada red de células estromales y diversos factores regulan cada una
de las etapas que conducen a la formacién de células primitivas, intermedias y
maduras. Las células hematopoyéticas son las primeras en formarse durante el
desarrollo embrionario, apareciendo a distintos tiempos de desarrollo y originando
diversos tipos celulares en distintas localizaciones anatémicas. Alteraciones en el
sistema hematopoyético pueden ocasionar tanto la sobreproduccion como la
produccion deficiente de las células hematopoyéticas maduras, con importantes
consecuencias que ponen en riesgo la supervivencia del individuo. El estudio de la
hematopoyesis tiene implicaciones en el estudio del desarrollo biol6gico, y ademas en
el campo de la hematologia clinica y la medicina regenerativa91.

Desde un punto de vista ontoldgico, la hematopoyesis se divide en dos grandes etapas
con sus propias caracteristicas y propiedades, la hematopoyesis embrionaria y adulta.

2.1. Desarrollo hematopoyético embrionario

El desarrollo hematopoyético embrionario ha sido estudiado durante décadas
empleando diferentes organismos modelo, incluyendo el pollo, la rana, el pez cebra 'y
el raton. Desde 1970, el modelo de ratébn ha sido el mas estudiado dada la
disponibilidad de ensayos de formacion de colonias, los cuales definen funcionalmente
la presencia de HSC y progenitores hematopoyéticos, respectivamente92'94. Ademas,
el ratén se aproxima mas evolutivamente al humano.

La hematopoyesis comprende distintas etapas, también denominadas oleadas, con
diferentes patrones espaciales y temporales durante el desarrollo. Diferenciamos dos
oleadas principales: la hematopoyesis primitiva y la hematopoyesis definitiva®!" %°.

= Hematopoyesis primitiva. En el ratén, la hematopoyesis comienza entre los
dias embrionarios 7.0-7.5 (E7.0-7.5) en una estructura extraembrionaria
denominada saco vitelino, donde las células hematopoyéticas se encuentran
rodeadas de células endoteliales dentro de unas estructuras llamadas islas
sanguineas%. En el embribn humano, la hematopoyesis se inicia durante las
primeras tres semanas de gestacién97. La primera oleada genera células
primitivas de linaje eritroide y mieloide (macréfagos y megacariocitos)
identificadas a dia E8.0. Los eritroblastos primitivos son de gran tamafo,
retienen sus nucleos al ingresar a la circulacion y expresan hemoglobina
embrionaria. Su principal funcién sera proveer de oxigeno a todos los tejidos
durante el rapido crecimiento del embrion®. Los macrofagos primitivos
maduran rapidamente sin progresar a monocitos y llevaran a cabo la
fagocitosis de células procedentes de la remodelacion de los tejidos. Los
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megacariocitos primitivos presentan una ploidia reducida y producen menos
plaquetas que los megacariocitos maduros. A continuacion, aparece el
hemangioblasto (progenitor hematopoyético primitivo), constituido por células
formadoras de colonias de blastos que daran lugar a las células endoteliales
hemogénicas (HEC, del inglés Haemogenic Endothelial Cells) que se
encuentran en lugares concretos de la vasculatura arterial del embrion®®.

Por otro lado, en embriones humanos, los eritrocitos primitivos son las células
mayoritarias que conforman la primera oleada de la hematopoyesis primitiva,
con la presencia minoritaria de macréfagos y megacariocitos. Estos
eritroblastos pueden observarse dentro de la cavidad cardiaca, marcando el
inicio de la circulacion sanguinea97.

Hematopoyesis definitiva. La hematopoyesis definitiva se inicia después de la
hematopoyesis primitiva en diferentes sitios de la vasculatura del embrién de
raton. La segunda oleada se produce en el saco vitelino a dia E8.25, mediante
la formacion de progenitores altamente proliferativos con la capacidad de
formar colonias que daran lugar a multiples linajes mieloides. Estos
progenitores son el progenitor eritro-mieloide (EMP, del inglés Erythro-Myeloid
Progenitor) que migrara al higado fetal formando eritrocitos y células mieloides
que colonizaran tejidos como el higado, el cerebro, la epidermis y los pulmones
permaneciendo hasta la edad adulta®, y el progenitor linfoide multipotente
(LMPP, del inglés Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor) que origina
progenitores de linfocitos B y T, Los eritrocitos derivados de los EMP
expresan bajos niveles de globina BH1 embrionaria respecto a la globina BH1
que expresan los eritrocitos maduros®. Los LMPP también originan células
linfoides independientes de las generadas por las HSC definitivas®'.

A dia E9.0, tanto en el saco vitelino como en la region para-aorta-
esplanopleura (pre-AGM) se forman las HSC inmaduras que requieren de un
entorno fetal para su maduracién. A dia E10.0 se identific6 una regién con
actividad hematopoyética, denominada regién aorta-génada-mesonefros (AGM,
del inglés Aorta Gonad Mesonephros). El lugar especifico donde se establece
la hematopoyesis dentro de la AGM es la aorta dorsal. A partir de las células
endoteliales de la pared ventral de la aorta dorsal aparecen pequefos cllusteres
de células que expresan marcadores vasculares y hematopoyéticosgz’ 100 A
partir de dia E10.5 se inicia la formacion de las HSC definitivas. La poblacion
temprana de HSC que aparece en la AGM se divide en tres tipos de
precursores de HSC conocidos como pro-HSC, pre-HSC tipo | y pre-HSC de |l
que representan las diferentes etapas de maduracion. El proceso de
maduracion de las HSC derivado de una poblacion Unica de células
endoteliales de la pared ventral de la aorta dorsal, denominada endotelio
hemogénico, se le denomina transicion endotelio-hematopoyesis (EHT, del
inglés Endothelium-Hematopoiesis Transition) (Figura 8). La formacién de las
HSC definitivas se enmarca en el desarrollo de la tercera oleada'®'. Las
distintas poblaciones de HSC que se originan a partir de la AGM se identifican
mediante la expresién de diferentes marcadores de superficie. Las pro-HSC
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expresan VE-Cadherina, c-KIT, CD41 y RUNX1, las pre-HSC tipo | expresan
VE-Cadherina, c-KIT, CD41low, CD43 y RUNX1, las pre-HSC tipo Il expresan
VE-Cadherina, c-KIT, CD41low, CD43high, CD45 y RUNX1 y por ultimo, las
HSC definitivas presentan los marcadores VE-Cadherina, Kit, CD41/low,
CD43high, CD45 y RUNX1'02193,

Mouse embryo Dorsal aorta

E11.5 embryo

Yolk sac —

Endothelial cell

Hemogenic
= i | Endothelium
Q
- Emergent HSC
® D,
D
Liver QQQB‘?,O
- AGM l
region ofse Definitive HSC
15 )]
Placenta ) Qﬁi’ﬂ
Umbilical cord
4 N\

Figura 8. Transicion endotelio-hematopoyesis en el embrion de raton. Formacién de HSC
definitivas derivadas de células endoteliales de la pared ventral de la aorta dorsal en la zona
AGM del embrion. Adaptada de Medvinsky et al'®

En ratén, las HSC definitivas se detectan a la misma edad de desarrollo en la
placenta que en la region AGM. Por esta razdn, la placenta se considera una
de las fuentes primordiales de HSC en el embrion de raton'%. Tras la aparicion
de las HSC en la AGM, éstas migran al higado fetal y sufren un proceso de
expansion, colonizando finalmente la medula 6sea justo antes del nacimiento.
Las HSC maduras permaneceran en la médula ésea durante el resto de la vida

adulta del invididuo'%.

En embriones humanos, la formacion de las primeras HSC comienza a dia 21
de gestacion. A partir de dia 23 de gestacidén, comienza la colonizacién de las
HSC a los diferentes lugares del organismo del embridn, siendo el higado fetal
el primer lugar donde se inicia la expansion de las HSC. A partir de dia 27 de
gestacién comienza la formacién del cluster arterial y a partir del dia 30 se
inicia la segunda colonizacion en higado fetal. El higado es un nicho muy
importante para la diferenciacién hematopoyética y la expansion de las HSC
hasta el momento del nacimiento. A partir de la semana 9 se pueden detectar
las primeras HSC definitivas, hasta que a las 10.5 semanas de gestacion
comienza la colonizacién de la médula 6sea por parte de las HSC maduras®’.
En el caso de los humanos, la sucesion de etapas del desarrollo
hematopoyético embrionario no se ha estudiado con tanto detalle como en el
raton. Ademas, existen diferencias entre los marcadores celulares que
expresan las HSC provenientes de embriones humanos con respecto a las
HSC de raton. En embriones humanos, las HSC derivadas de la AGM
expresan CD34, CD43 y CD45. En cambio, CD41 no se expresa en estas
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etapas del desarrollo, a diferencia del raton'®®. Se ha observado que la
expresion de CD43 es importante, ya que define a los progenitores
hematopoyéticos durante la diferenciacion hematopoyética de las hPSC'®”,

La figura 9 muestra un esquema representativo y comparativo del desarrollo
hematopoyético en embriones de ratén y embriones humanos.

A
Mouse embryo
.E‘ i
Days 0 E65 E7.5 E10.5 E14.5 E18.5 adulthood
Mesoderm Yolk sac AGM Fetal liver bone marrow
formation blood islands stage
B
Human embryo
Days 17 23 27 30 10.5 weeks
Yolk 1st hepatic Arterial 2nd hepatic bone marrow
Sac colonization clusters colonization colonization
BM | ]
Fetal liver [ ]
AGM I |
Placenta [ )
Yolk sac | |
1 J L 11 J L ]
Emergence Malturation Expansion Quiescence

Figura 9. Desarrollo de la hematopoyesis embrionaria en ratén y humano. A. Estadios de la
hematopoyesis embrionaria en ratén. Comienza a dia E7.0-7.5 en el saco vitelino, continua en la
AGM y en la placenta y finaliza en el higado fetal y la médula 6sea. B. Etapas de la
hematopoyesis embrionaria en humano. Comienza en torno al dia 17 de gestacién en el saco
vitelino, continuando en la AGM y en la placenta con la formacién de las HSC primitivas que

completan su maduracion en el higado fetal y en la médula ésea. Adaptada de Luis et al'® y

109
Baron et al.
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2.2. Desarrollo hematopoyético adulto

2.2.1 Homedstasis y quiescencia de las HSC

Las HSC producidas durante el desarrollo embrionario colonizan la medula ésea y se
encargan de mantener la homeostasis del sistema hematopoyético a lo largo de la vida
del individuo. La homeostasis del tejido requiere de la presencia de las HSC con
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion, pero algunas de ellas permanecen en
un estado durmiente o de quiescencia. El estado de quiescencia es fundamental para
el desarrollo de las células hematopoyéticas definitivas, ademas de proteger a las HSC
de adquirir mutaciones que provoquen su conversion a células malignasg7’ 1o,
Estudios recientes han demostrado que la quiescencia de las HSC esta regulada por
una compleja red de factores celulares intrinsecos y extrinsecos que responden a
determinadas situaciones de estrés. Ademas se ha identificado una heterogeneidad
funcional dentro de las poblaciones de HSC inactivas® ' (Figura 10).

Self-renewal/repopulation

potential
Intrinsic factors
HSC@ Expansion
Extrinsic factors HSC (S;C:;?::)IC

9 HSC@ Maintenance
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Quiescent Active
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HPC @ division)

Figura 10. Estado de quiescencia y activacion de las HSC. Factores intrinsecos y extrinsecos

controlan el estado de quiescencia y activacién de las HSC para su auto-renovacion y diferenciaciéon a
. - 111

células hematopoyéticas maduras

Los factores intrinsecos que regulan la quiescencia son reguladores moleculares de la
progresion del ciclo celular y diversos factores transcripcionales. El remodelador de la
cromatina SATB1 (del inglés, Special AT-rich sequence-Binding protein 1) y PU.1 se
encargan de regular diversos genes del ciclo celular''?'"3 La entrada en quiescencia
de las HSC en el desarrollo postnatal temprano esta controlada por el factor de
transcripciéon C/EBPa. Estudios en ratén, han determinado que una alta expresién de
C/EBPa regula la transicion de las HSC primitivas en proliferacion al estado de
quiescencia de las HSC definitivas durante el desarrollo’ .
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Los factores extrinsecos que controlan el estado durmiente de las HSC se encuentran
en el nicho. El nicho es el microambiente especializado dénde residen las HSC y esta
constituido por componentes celulares y humorales que regulan el destino de las HSC.
Varios estudios de imagen sugieren que la localizacion de las HSC dentro de la
médula 6sea no es aleatoria. Estas se ubican en la proximidad del hueso y estan
asociadas con las arteriolas circundantes y las células del estroma perivascular”s.
Estos datos sugieren que las HSC con diferentes capacidades proliferativas pueden
crear compartimentos que permitan una asociacion eficiente con sus respectivos
nichos en la médula 6sea’'®. Otros factores extrinsecos a considerar son el TGFpB (del
inglés, Transforming Growth Factor beta) que regula la quiescencia de las HSC
durante la hematopoyesis y el CKI p57 (del inglés, Cyclin-dependent Kinase Inhibitor),

mediador de TGF y responsable de la reversion del ciclo celular'"’.

2.2.2. Jerarquia de la hematopoyesis adulta

Durante décadas, la hematopoyesis adulta ha sido descrita como una jerarquia celular
mantenida por las HSC que se auto-renuevan y residen en el apice de su estructura
piramidal. Por debajo de las HSC, se encuentran las LT-HSC (del inglés, Long Term
HSC), las ST-HSC (del inglés, Short Term HSC) y los progenitores multipotentes
(MPP, del inglés Multipotent Progenitors). A continuacion, encontramos los
progenitores oligopotentes y unipotentes, con una vida media més corta y quedando
restringidos a mas de 10 tipos celulares sanguineos. A partir de la generacion de los
MPP, surgen dos linajes, el linaje mieloide llevado a cabo por el progenitor mieloide
comun (CMP, del inglés Common Myeloid Progenitor) y el linaje linfoide marcado por
el progenitor linfoide comun (CLP, del inglés Common Lymphoid Progenitor)91’ 18,

En la diferenciacion mieloide, destacan el progenitor bipotente granulocito-monocito
(GMP, del inglés Granulocyte-Monocyte Progenitor) que generarda granulocitos
(basdfilos, neutrofilos y eosindfilos) y monocitos, y el progenitor bivalente
megacariocito-eritroide (MEP, del inglés Megakaryocyte-Erythroid Progenitor) que
producird plaquetas y glébulos rojos, siendo éstas las células predominantes del
sistema hematopoyético. En la diferenciacion linfoide, el progenitor multilinfoide (MLP,
del inglés Multilymphoid Progenitor) genera las células T, By NK (del inglés, Natural
Killers). Ademas, hay un linaje que surge de los progenitores CMP y CLP que originara
las células dendriticas®" ''®.

La figura 11 muestra un esquema de la jerarquia clasica del desarrollo de las Hsc''8
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Figura 11. Modelo clasico de la jerarquia del sistema hematopoyético adulto. Adaptada de Passegué
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etal

Diversos estudios en los ultimos afos desafian la jerarquia clasica de diferenciacion
de las HSC''"2!, Estos datos sugirieron un modelo de consorcio de HSC con ligeras
variaciones en la diferenciacion a sus linajes definitivos. En este modelo, todas las
HSC se usarian para la produccion de células sanguineas, generando todos los tipos
de células en la progenie diferenciada pero con un sesgo hacia linaje mieloide o
linfoide®® 122 Alternativamente, se ha propuesto un nuevo modelo especulativo que
agrupa varias observaciones entre los modelos anteriores. En este modelo se propone
que las HSC se establecen temprano durante el desarrollo embrionario y podria haber
varias poblaciones de HSC en diferentes nichos. Estas células podrian generar
progenitores de vida media larga que formarian uno o pocos linajes de células.
Algunos de estos progenitores, de gran flexibilidad, podrian revertir a un estado mas
primitivo en condiciones de estrés o diferenciarse hacia linaje especifico. Este modelo
es consistente con la existencia de HSC con tendencia megacariocitica y progenitores
multipotentes de tendencia linfoide, ademas de con el sesgo de diferenciacion
causado con el envejecimiento122'123. Para probar la posible existencia de este modelo
se requieren mas experimentos.

La figura 12 agrupa los diferentes modelos que se han propuesto para describir el
desarrollo hematopoyeético.
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Figura 12. Modelos propuestos de hematopoyesis humana. En la jerarquia tradicional, las HSC
originan progenitores oligopotentes que mediante la formacién de progenitores de linaje especifico se
generan las células hematopoyéticas definitivas. En el modelo consorcio, un conjunto de HSC con
propiedades diferentes generan progenitores con un potencial restringido. En el modelo especulativo, las
células madre son células de reserva que ocasionalmente generan progenitores con restriccion de linaje.

Adaptada de Goodell et al'®

Posteriormente a estos modelos, surgié un estudio mas actual que apoya la visién
compleja del sistema hematopoyético humano. Mediante aislamiento celular y ensayos
funcionales del cultivo de HSC purificadas de higado fetal, sangre de cordon umbilical
y medula 6sea de adultos, se demuestra que la jerarquia hematopoyética cambia a lo
largo del desarrollo del individuo. En higado fetal la mayoria de los progenitores son
oligopotentes mientras que en medula 6sea son unipotentes. El modelo redefinido que
surge tras este estudio se compone de dos niveles: el nivel superior, compuesto por
HSC y progenitores multipotentes que formaran megacariocitos y el nivel inferior,
compuesto por progenitores unipotentes comprometidos a la formacién de eritrocitos,
células mieloides y linfoides ' (Figura 13). Ademas, la aparicion del linaje
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megacariocitico en higado fetal se lleva a cabo en el compartimento formado por las
HSC, mientras que en medula ésea se producen casi exclusivamente a partir del
compartimento multipotente122’125. Esta vision refuerza datos anteriores que indicaban
que las HSC mas primitivas estan pre-dirigidas al linaje megacariocitico en medula

6sea en ratones 2%,

_@''SC developmera

—
A

Figura 13. Modelo redefinido del sistema hematopoyético adulto. Este modelo prevé un cambio en la
jerarquia celular clasica, originando un nivel multipotente con la formacion del linaje megacariocitico y un

nivel oligopotente con la formacion de los linajes eritroides, mieloides y linfoides. Adaptada de Notta et
122
al.

2.3. Requlacién del desarrollo hematopoyético embrionario

El desarrollo del sistema hematopoyético embrionario esta controlado a nivel
transcripcional por una red compleja de TF y efectores de diversas rutas de
sefalizacion. Estos factores se encargan de regular el mantenimiento y la expansion
de las HSC, ademas de su especificacion a los diferentes linajes celulares que
componen el organism097’ 127,

Tanto la especificacion de las HSC durante el desarrollo embrionario como su
posterior compromiso hematopoyético estan controlados a nivel molecular por
diferentes TF. La correcta determinacion de los ejes corporales, las capas germinales
primarias y la compartimentalizacion del mesodermo en érganos y tejidos son
requisitos necesarios para la especificacion hematopoyética. Tanto la hematopoyesis
primitiva como la definitiva estan controladas por diversos TF'?. La regulacion del
sistema hematopoyético embrionario ha sido mas estudiada en el modelo de ratén, lo
que nos ha permitido extrapolar y ampliar nuestro conocimiento sobre el control
molecular de la hematopoyesis en humanos.
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2.3.1. Requlacion transcripcional de la hematopoyesis primitiva.

La hematopoyesis primitiva esta regulada en gran medida por Gatal y Pu.1. Estas
proteinas se antagonizan entre si a través de una interaccion fisica directa que reprime
programas de linaje alternativos, como son el linaje primitivo eritroide y mieloide.
Gatal es un regulador clave del desarrollo eritroide promoviendo su diferenciacién e
inhibiendo la formacion del linaje mieloide. En cambio, Pu.1 es un regulador esencial
del linaje mieloide, originando macroéfagos y granulocitos128'129 (Figura 14).
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Figura 14. Esquema representativo de la regulacion transcripcional ejercida por Gatal y Pu.1 en la

hematopoyesis primitiva embrionaria. Adaptada de Rieger and Schroede'*°.

2.3.2. Requlacion transcripcional de la hematopoyesis definitiva. En el desarrollo de la
hematopoyesis definitiva estan implicados un gran namero de factores intrinsecos y
extrinsecos que regulan el desarrollo y mantenimiento de las HSC. La formacion del
mesodermo precisa de la sefializacion conjunta de Nodal, Bmp4, Notch y Wnt. La
especificacién del mesodermo y de las otras capas germinales se integra en el disefio
dorso-ventral y antero—posterior131. La especificacion de las HSC depende de este
disefo, ya que la aorta dorsal se desarrolla a partir de la placa mesodérmica lateral
ventro-posterior. En la especificacion antero-posterior la sefalizacion por Wnt es
activamente suprimida en la region anterior mediante la secrecién de antagonistas,
mientras que ligandos de Wnt y Bmp4 cooperan para especificar el mesodermo
ventro-posterior131'133. La fase previa a la formacion de las HSC es el desarrollo del
endotelio hemogénico que yace en la parte ventral de la aorta dorsal primitiva, la cual
expresa el receptor de VEGF (del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor), KDR
(también conocido como FLK1 o VEGFR2). Tanto VEGF como su receptor KDR
regulan la vasculogénesis (desarrollo de los vasos sanguineos a partir de células
endoteliales progenitoras durante la embriogénesis temprana) y la angiogénesis
(formacién de vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos pre-existentes en una
etapa posterior)131’ 13 Una vez que se establece el ambiente estromal, se requiere de
las vias de Shh (del inglés, Sonic hedgehog) y VEGFa para la especificacion arterio-
venosa y de las HSC. Ambas senales regulan la convergencia del hemangioblasto en
la placa lateral del mesodermo, ademas de controlar la activacién de Notch en el

endotelio'®.

La via de Notch esta involucrada en la formacién temprana del tronco vascular de los
vertebrados, incluyendo la aorta dorsal que contiene el endotelio hemogénico. La
senalizacién de Notch es esencial para la maduracion del endotelio arterial del cual
derivan las HSC. Ademas, es clave en la especificacion de linaje de las HSC 36137,
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Notch1, receptor de Notch, es critico para el desarrollo hematopoyético definitivo y se
encuentra situado por encima de Runx1'®8. Tanto Runx1 como su companero CBFf
son necesarios para el establecimiento del programa hematopoyético definitivo 39141,
La delecién condicionada de Runx1 en células endoteliales de ratén ha demostrado
gue el requerimiento de Runx1 en la vasculatura es fundamental para la generacién de
las HSC'*2. Su expresion esta muy relacionada con el proto-oncogen c-Myb, ya que
ambos comienzan a expresarse en la pared ventral de la aorta dorsal, a dia E8.5 en
embriones de raton''.

Por otro lado, se ha identificado un gran niumero de TF que juegan un rol crucial en la
especificacion de las HSC durante el desarrollo hematopoyético embrionario. En el
desarrollo del hemangioblasto intervienen un conjunto de TF que coordinan tanto la
diferenciacién endotelial como hematopoyética. En la formacion del hemangioblasto a
partir del mesodermo destaca Etv2. Etv2 actua por debajo de la sefnalizacion de Bmp4,
Wnt y Notch. Comienza a expresarse en el desarrollo del mesodermo y marca una
subpoblacion de células mesodérmicas Flk1* con un potencial endotelial y
hematopoyético131’ 143

A continuacion, la expresién de Tal1/Scl marca el compromiso del hemangioblasto
hacia el endotelio hemogénico. Scl es un regulador clave, ya que empieza a
expresarse en el hemangioblasto y mantiene su expresion durante el desarrollo del
endotelio hemogénico y de las HSC'*1%°. La expresion de Scl esta regulada por
varios factores que potencian la hematopoyesis. Scl forma un complejo transcripcional
con Gata2 y Lmo2 que se encuentra estabilizado por la accion de Ldb1. Durante la
diferenciacién hematopoyética, este complejo induce la expresiéon de Runx1 196 Gata2
se expresa antes de que aparezcan las primeras HSC y parece ser que ejerce un
papel esencial en la especificacion hematopoyética147. Gata2 tiene un rol que solapa
con Runx1 en la hematopoyesis definitiva, ya que ratones heterocigotos Gata2"”
Runx1*" no son viables presentando defectos en la hematopoyesis en mitad de la
etapa de gestacion, mientras que los heterocigotos simples son viables con un
fenotipo hematopoyético menor'®. El factor de transcripcién Erg es critico para el
mantenimiento temprano pero no para la especificacion de las HSC definitivas ya que
su delecion resulta en una perdida rapida de las HSC. Se piensa que actia como un
regulador por encima de Scl, Gata2 y Runx1 148-149

En la especificacion del endotelio hemogénico también estan implicados varios TF.
Entre estos factores clave, se encuentran HoxA3 y Runx1 que regulan el balance entre
la diferenciacion endotelial y hematopoyética. HoxA3 es un regulador positivo de la
especificacion endotelial del endotelio hemogénico. Se encarga de mantener la
expresion de los genes endoteliales durante el desarrollo hematopoyético embrionario.
Por otro lado, Runx1 ejerce una accién represiva directa sobre HoxA3. Runx1 induce
la expresion de una cascada de TF hematopoyéticos, mediante la represion de los

genes endoteliales'.

La figura 15 representa un esquema de la especificacion de las HSC definitivas a partir
del mesodermo durante el desarrollo hematopoyético embrionario.
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Figura 15. Genes implicados en la especificacion de las HSC definitivas a partir del mesodermo
durante la hematopoyesis embrionaria. Las HSC definitivas derivan del mesodermo Flk1™. Etv2 media
la formacion del hemangioblasto a partir del mesodermo, mientras que Scl regula el desarrollo del
endotelio hemogénico. La especificacién del endotelio hemogénico a células hematopoyéticas o
endoteliales es dependiente de la expresion antagénica de Runx1 y HoxA3. HoxA3 induce la formacion de
células endoteliales, mientras que Runx1 activa la diferenciacion a células hematopoyéticas. Adaptada de
Wilkinson et al.'®"

Una vez generado el endotelio hemogénico, de él se originaran las primeras HSC
como comentamos anteriormente en un proceso denominado EHT. Se estima que en
torno al dia E11.5 existe unicamente una HSC por AGM. La expansiéon de las HSC
tempranas es una fase critica para la formacion de una poblacion lo suficientemente
grande como para mantener la hematopoyesis a lo largo de la vida de un organismo.
Esta capacidad de proliferacion es caracteristica de las HSC fetales a diferencia de las
adultas, que mantienen el tamafno de la poblacion. Sox17 es un TF que se expresa
exclusivamente durante la hematopoyesis fetal y neonatal, y desaparece en las HSC
adultas'®®. En los dltimos afios, se ha observado que Sox17 es necesario para la
especificacién del endotelio hemogénico pero se requiere que su expresion disminuya
para la EHT, ya que reprime la activacién de Runx1 y Gata2 necesaria para la
formacion de las HSC'®®. De manera similar, se ha demostrado que Sox7 marca la
especificacién del endotelio hemogénico al bloquear la etapa EHT y promover la
formacién endotelial’®*"*®. Sox7 interactua fisicamente con Runx1 impidiendo la
activacion de la diferenciacién a células hematopoyéticas por parte de Runx1 196,
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La figura 16 muestra un esquema representativo de la regulacién de los TF mas
importantes durante el desarrollo de la hematopoyesis embrionaria definitiva.
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Figura 16. Regulacion del desarrollo hematopoyético embrionario. Establecimiento del nicho estromal
por la senalizacion de Nodal, Bmp y Wnt. Una vez establecido el ambiente estromal, Shh induce la
expresion de Vegf por las células estromales. Esta sefializacion activa la via de Notch1 en los precursores
hematopoyéticos. Posteriormente, Nocth1 induce la transcripcién del complejo formado por Scl-Gata2-

Lmo2-Ldb1 que a su vez activa la expresion de Runx1, imprescindible para la formacion de las células

hematopoyéticas1 o

2.4. RUNX1 en la hematopoyesis

De todos los TF implicados en el desarrollo de la hematopoyesis descritos
anteriormente, RUNX1 destaca por encima del resto ya que posee una funcion critica
durante la etapa EHT y posteriormente también es esencial para completar el
desarrollo hematopoyeético.

RUNX1, también conocido como AML1 (del inglés, Acute Myeloid Leukemia 1), CBFa2
(del inglés Core Binding Factor a2) o PEPBP2aB (del inglés Polyomavirus enhancer
binding protein 2 aB) pertenece a la familia de factores de transcripcion Runt (CBF). La
proteina Runt fue descubierta por primera vez en 1985 por el Dr. Gergen en embriones
de Drosophila, esta codificada por el gen runt y se requiere para la segmentacién
normal, determinacion sexual y neurogénesis durante la embriogénesis de
Drosophila158'159. La denominacion de AML1 se debe al descubrimiento de su
secuencia génica en un paciente humano con leucemia mieloide aguda (AML, del
inglés Acute Myeloid Leukemia) positiva para t(8;21 )160.
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Ademas de RUNXT1, existen otros dos genes RUNX en ratones y humanos: RUNX2y
RUNX3. RUNX2 es necesario para el desarrollo 6seo 61162 y RUNXS3 es esencial para
el desarrollo gastrointestinal y neural'®®16°,

2.4.1. Organizacién gendémica e isoformas de RUNX1

En humanos, el locus RUNXT1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 21 en la
posicion 22.12, se expande en torno a 261 kb y esta compuesto por 12 exones. Su
expresion esta regulada por dos promotores, el promotor distal o P1 y el promotor
proximal o P2 separados por 160 kb (Figura 17A). Mediante el uso diferencial de estos
dos promotores ademas del splicing alternativo se producen numerosos transcritos a
partir del gen, que difieren en sus regiones 5’UTR, 3'UTR y en los exones que los
componen166'167. Todas las isoformas presentan el dominio Runt localizado en el
extremo N-terminal. Este dominio de 128 aminoacidos, también conocido como RHD
(del inglés, Runt Homology Domain) esta presente en todos los miembros de la familia
CBF y es necesario para la union al ADN, en concreto a la secuencia consenso
YGYGGT, y a ciertas proteinas, especialmente al complejo CBFB (del inglés, Core
Binding Factor B) que incrementa 10 veces su afinidad por el ADN™!,

De los multiples transcritos o isoformas que se generan a partir del locus RUNX1, las 3
isoformas proteicas mas estudiadas son RUNX1a, RUNX1b y RUNXi1c. Estas
isoformas se expresan de forma diferencial durante el desarrollo embrionario y en la
hematopoyesis adulta (Figura 17B). RUNX1a con 250 aminoacidos y RUNX1b con 453
aminodacidos son transcritas desde el promotor P2, presentan 5 y 6 exones
respectivamente. Ambas isoformas proteicas comparten el extremo N-terminal pero
difieren en su extremo C-terminal. RUNX1a carece de dominios reguladores de la
transcripcién (TAD, del inglés TransActivation Domain) presentes en el extremo C-
terminal comun en RUNX1b y RUNX1c'®®"%° E| TAD se une a un gran numero de
proteinas de activacién y represién que modulan la compleja actividad transcripcional
de estas isoformas proteicas. Ademas, contiene un motivo evolutivamente conservado,
el motivo VWRPY que interacciona con una familia de genes co-represores de union al
ADN implicados en diferenciacion hematopoyética, el homélogo en mamiferos
Groucho o TLE1'"%. RUNX1c presenta 480 amino&cidos y es transcrita por el promotor
P1, contiene 8 exones y produce una proteina que es idéntica a RUNX1b, excepto por
los primeros 32 aminoacidos de su extremo N-terminal, codificados por los exones 1y
2168169 (Figura 170C).
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Figura 17. Estructura génica e isoformas del locus RUNX1. A. Locus genémico de RUNXT en el
cromosoma 21 con la localizacion de los promotores proximal y distal y los exones basados en la base de
datos del NCBI Nucleotide'”". B. Composicion exdnica de las tres isoformas principales de RUNX1'". C.
Diagrama de las tres principales variantes proteicas de RUNX1 y su nimero de aminoacidos. En verde la

porcién Unica de RUNX1a y en rojo la porcion Unica de RUNX1c. Adaptada de Van der Kouwe and

Staber'"?.

RUNX1 posee otros dominios proteicos que permiten su interaccién con otras
proteinas nucleares para regular la transcripcion de sus genes diana. RUNX1 contiene
una sefal de localizacién nuclear en su extremo C-terminal que ayuda en la activacion
transcripcional173. Al final del extremo C-terminal se encuentra el motivo VWRPY que
media la actividad represora de RUNX1 dependiente de Groucho/TLE'"®. RUNX1,
ademas de interaccionar con el complejo CBFf, interacciona con numerosos TF y co-
reguladores transcripcionales mediante el dominio Runt. RUNX1 y Ets1, mediante su
interaccién, coordinan la actividad transcripcional del receptor de células T'7*. Se ha
reportado que RUNXT1 interacciona con GATA1 175-176 y con FLI1 177 para llevar a cabo
la diferenciacion a megacariocitos y con PU.1 178-170 y con CEBPq'’® 180 para activar
genes de diferenciacion mieloide, entre otros 81183 (Figura 18).



INTRODUCCION
Hematopoyesis

Activation
Domain
291 371
Nuclear
Localization Nuclear
Signal Matrix
— Targeting
167 183
| Runt domain | Signal VWRPY
50 177 324 354 4I53
Runt domain C-terminal to Runt VWPRY motif
CBFbeta p300 Groucho/TLE
ETS family (Ets1, PU.1, Fli) mSin3a
C/EBPalpha ERK
GATA1 HIP2K
c-FOS/c-JUN PRMT1
BSAP/PAX5 CCND3 (Cyclin D3)
SMAD3 FOXP3
c-FOS
YAP

Figura 18. Dominios proteicos de RUNX1 y sus companeros de interaccion. Se muestra la isoforma
RUNX1b con los dominios principales en la parte superior y los compareros de interaccién en la parte
oo 171
inferior’ " ".

Ademas de todos estos niveles de regulacion e interacciones proteina-proteina,
existen una serie de modificaciones post-transduccionales, como fosforilacion'®,

ubiquitinacién185 y metilacion'®® que también regulan la funcién de RUNX1.

2.4.2. RUNX1 en la hematopoyesis embrionaria

Como hemos explicado anteriormente, la hematopoyesis embrionaria se divide en dos
fases: hematopoyesis primitiva y definitiva. En ratén, la hematopoyesis primitiva
comienza en el saco vitelino a E7.25 produciendo eritrocitos y megacariocitos
primitivos. La hematopoyesis definitiva empieza a E8.25 con la produccion transitoria
de los EMP, seguida de los progenitores linfoides en el saco vitelino, la placenta a
E9.0y las HSC a E10.5 en la AGM vy arterias vitelina y umbilical®® % 190187 Runx1 se
expresa en el mesodermo del saco vitelino y en el endotelio hemogénico desde E7.5
hasta poco después de E11.5, por lo que participa en ambas fases. Su expresién se
encuentra en todos los sitios de hematopoyesis del embrion y precede la aparicién de
los progenitores hematopoyéticos definitivos y las HSC.
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Runx1 en la hematopoyesis primitiva. Durante la hematopoyesis primitiva,
ratones deficientes en Runx1 no producen macréfagos ni sus progenitores in
vivo, al igual que ocurre con la diferenciacion hematopoyética in vitro a partir de
mESC'® % En cambio, los megacariocitos y eritrocitos primitivos pueden
formarse en ausencia de Runx1, aunque su desarrollo normal se ve afectado
por la ausencia de Runx1. Embriones deficientes en Runx7 producen un
namero de colonias eritroides primitivas comparables a los controles de la
camada y no parecen anémicos'®"'. Por otra parte, analisis mas detallados
muestran que una proporcion de eritrocitos primitivos presentan morfologia
anormal y una reducida expresion del marcador eritroide Ter119 y los TF
eritroides KIf1 y Gatal, ademas de una maduracién defectuosa de estos
eritrocitos. A pesar de estas anormalidades, los eritrocitos primitivos deficientes
en Runx1 muestran una funcibn normal, con niveles normales de
hemoglobinizacién19°. Runx1 tampoco se requiere para la formacién de
megacariocitos diploides primitivos, aunque su numero de produccién y de
formacién de plaguetas es mas bajo en embriones deficientes en Runx1'®".

Runx1 en la hematopoyesis definitiva. Durante la hematopoyesis definitiva los
EMP, los progenitores linfoides y las HSC se diferencian a partir del endotelio
hemogénico y su formacion depende estrictamente de Runxi y de su
heterodimero CBFR'%1%% 141142 como ya se ha reportado anteriormente,
Runx1 tiene un papel critico en la etapa EHT, suprimiendo el programa
transcripcional endotelial y activando la formacion de las HSC definitivas a
partir del endotelio hemogénico“’z’ '8 Runx1 se encuentra expresado en todas
las células hematopoyéticas adultas de ratén, a excepcidén de los eritrocitos
maduros'®2. La necesidad de Runx1 para la hematopoyesis definitiva queda
reflejada en el hecho de que ratones deficientes en Runx1 mueren en torno a
E11.5-12.5 debido a la ausencia de todas las células hematopoyéticas
definitivas 919,

Ademas, las células hematopoyéticas estan involucradas en la remodelacion
vascular durante la embriogénesis y expresan Vefg y Angiopoyetina-1 (Ang-1),
factores de crecimiento vascular que promueven el desarrollo y la maduracion
de los vasos sanguineos195. El andlisis de la vasculatura en embriones
deficientes en Runx1 revel6 una disminucién de la vasculatura en la cabeza, en
el pericardio y en la arteria vitelina del saco vitelino. Por tanto, estos resultados
sugieren que los defectos vasculares en embriones de ratén deficientes en
Runx1 se deben a la pérdida de células hematopoyéticas definitivas que
expresan Ang-1196. Modelos maéas refinados de delecion condicional
demuestran que la delecion de Runx1 en células endoteliales VE-cadherin®
(del inglés, Vascular Endothelial-cadherin) bloquea por completo la formacion
de EMP y HSC, confirmandose que Runx1 es necesario para la EHT'*2. Sin
embargo, la delecion de Runx1 en células hematopoyéticas que expresan Vav1i
no interrumpe la formacion de los EMP ni las HSC, aunque si se detectan
defectos en linajes especificos como el linfoide o el megacariocitico142’197. Por
tanto, Runx1 es necesario para la etapa EHT pero no después.
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Estudios posteriores demuestran que Runx1 es requerido en distintos
momentos del desarrollo embrionario y en el endotelio hemogénico para la
formacion de los EMP y las HSC. A dia E10.5 la mayoria de los EMP ya se han
diferenciado a partir del endotelio hemogénico y la delecion de Runx1 hasta
ese momento, no después, afecta negativamente al numero de EMP.

En cambio, la delecion de Runx1 entre los dias E10.5-11.5 no tiene
consecuencias en los EMP aunque elimina completamente las HSC en la AGM
y en la arteria umbilical y vitelina'%.

El requerimiento temporal y separado de Runx1 para la formaciéon de los EMP
y de las HSC es consistente con el hecho de que estas poblaciones celulares
son detectadas por primera vez en distintos momentos del desarrollo

hematopoyético embrionario®®.

Por otra parte, una haploinsuficiencia en Runx1 resulta en un cambio dramatico
en la distribucion espacial y temporal de las HSC, apareciendo mas temprano
de lo habitual en el saco vitelino (E10.0) y con una terminaciéon prematura a
partir de la AGM?%.

A partir de dia E14.5 la expresion de Runx1 desaparece en las células
endoteliales y termina de disiparse en los clusteres hematopoyéticos de las
arterias principales. Las células que nacieron en las arterias se liberan a la
circulacién y colonizan el higado fetal y el timo?290-201,

Al contrario de lo que ocurre con un déficit en Runx1, la hematopoyesis
definitiva no queda completamente bloqueada en ausencia de CBF}.

Varios estudios sugieren que la unién de baja afinidad al ADN por parte de
Runx1 en ausencia de CBFB es suficiente para iniciar la hematopoyesis
definitiva, pero no para completarla y evitar la letalidad del embrién entre los
dias E.11.5-13.520%204

La figura 19 muestra las diferentes oleadas de la hematopoyesis embrionaria y
los lugares de expresion de Runx1, ademas de los progenitores
hematopoyéticos que dependen de la expresion de Runxi.
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Figura 19. Oleadas de aparicion de las células hematopoyéticas y los sitios de expresion
de Runxi1. El diagrama muestra las diferentes etapas/oledas durante la hematopoyesis
embrionaria de raton. La linea naranja muestra las células de las diferentes oleadas con
expresion dependiente de RUNX1 y la linea gris las células que no dependen de la expresién de
RUNX1 para su formacién. U: arteria umbilical y V: arteria vitelina. Adaptada de Tober et al'®

También se ha investigado la implicacion de las isoformas principales durante
el desarrollo embrionario del sistema hematopoyético. Se han creado ratones
transgénicos con genes reporteros bajo el control del promotor P1
(principalmente isoforma Runxic) o P2 (isoformas Runx1ay Runxib) y se ha
analizado su expresion a lo largo del desarrollo embrionario. Ambos modelos
muestran la activacion del promotor P2 en etapas tempranas del desarrollo,
expresandose en primer lugar en eritrocitos primitivos, antes que la activacién
del promotor P1. Este promotor se activa transcripcionalmente en torno a la
formacion de las primeras HSC y va ganando importancia relativa con respecto
a P2, que comienza a reprimirse hasta que finalmente solo se detecta P1 en
las HSC adultas®®®?%. Sin embargo, en pez cebra los patrones de expresion
son contrarios, siendo P1 el primer promotor en activarse en los EMP, mientras
que P2 se activa mas tarde y esta localizado en HSC?Y. Por otro lado, en
estudios de diferenciacién a células hematopoyéticas a partir de hESC las
isoformas proteicas RUNX1a y RUNX1b se expresaron consistentemente a lo
largo de la diferenciacion hematopoyética, mientras que la isoforma RUNX1c
solo se expresé en el momento de la aparicion de las HSC definitivas. Estos
resultados sugirieron que la isoforma RUNX1c puede ser importante para la
especificacién o funcion de las HSC definitivas'®®. Estos resultados reflejan
diferencias inherentes en la regulacion de los promotores entre distintas
especies.
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2.4.3. RUNX1 en enfermedades hematoldgicas

En humanos, el Jlocus RUNX1 esta involucrado en varias translocaciones
cromosomicas desencadenantes de leucemias mieloides. En 1991, se identificé la
primera translocacién cromosémica que afectaba a RUNXT1 derivando en AML,
RUNX1-ETO (también conocida como RUNX71-RUNX1T1, AML1-MTG8 o RUNXT1-
CBFA2T1) mediante la fusion de los cromosomas 8 y 21 t(8;21)2°8. Ademas de la
t(8;21), podemos encontrar mas de 50 translocaciones que afectan a RUNX1, pero las
mas comunes son TEL-RUNXT (conocida también como ETV6-RUNXT) involucrando
a los cromosomas 12 y 21 t(12;21) y RUNXT7-EVI1 (también conocida como RUNX1-
MECOM) que afecta a los cromosomas 3 y 21 t(3;21)2°9'210 (Figura 20). TEL-RUNX1
es la anomalia cromos6mica mas comun en nifos con leucemia linfobldstica aguda
(ALL, del inglés Acute Lymphoblastic Leukemia), ocurre durante la diferenciaciéon de
las células B originando blastos leucémicos que bloquean el desarrollo de células B20°,
RUNXT1-ETO y RUNX1-EVI1 consisten en la pérdida de funcion de RUNX1, por lo que
reprimen genes especificos del linaje mieloide y terminan originando leucemias®%® 210,

RUNX1-CBFA2T1

t(8,21) fusion
RUNX1 l CBFA2TI
— — — — —
| RHD NHR1 NLS NHR2 NHR3 NHR4 I
—_— — —— —_— —
ETV6-RUNX1
t(12;21£fusion
ETV6 RUNX 1 ki
—
I PD Repression RHD TAD
—_—
RUNX1-MECOM { MDS1-EVI1)
t(3,;21) fusion
RUNXT  §  MDS1 EVI1
RHD | PR Domain | Fithzenrs Repression F%Zenrs

Figura 20. Esquema de las translocaciones mas frecuentes de RUNX71 que implican fusion de
proteinas. RUNX1-CBFA2T1 implica la fusién del RHD de RUNXT y las cuatro regiones de homologia
(NHR1-4) de CBFA2T1. ETV6-RUNXT1 implica la fusion del N-terminal de ETV6 con casi toda la proteina
RUNX1. RUNX1-MECOM implica la fusién del RHD de RUNXT con una o ambas proteinas, MDS1 y EVI1.
Adaptada de Sood et al?"

Ademas, se han identificado mutaciones somaticas y germinales que afectan a
RUNX1 y desencadenan en leucemias mieloides. La primera mutacion puntual en
RUNXT que ocasiona leucemia se identificé en 199972, A partir de ese momento,
diversos estudios posteriores documentaron mutaciones somaticas frecuentes en
RUNXT involucradas en MDS, AML, ALL y leucemia mielomonocitica cronica (CMML,
del inglés Chronic Myelomonocytic Leukemia)®'*2"® Mutaciones de RUNXT en la linea

70
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germinal causan trastornos plaquetarios familiares con neoplasia mieloide asociada
(FPDMM, del inglés Familial Platelet Disorder with Associated Myeloid Malignancy)?'®.

Todos estos estudios sugieren que RUNX1 juega un papel muy importante en el

desarrollo de células leucémicas, incluso en la supervivencia de estas células®"’.

2.5. Generacioén de HSC a partir de hPSC

El trasplante de HSC es la terapia celular mas utilizada en la clinica para tratar las
enfermedades hematolégicas. Sin embargo, las limitaciones para la obtencion de HSC
de diferentes fuentes (médula Osea, sangre periférica o cordéon umbilical) y la
incapacidad para expandir eficientemente HSC ex vivo restringen su aplicacion clinica.
La investigacion y el desarrollo de nuevas tecnologias para la generacion, expansion y
mantenimiento de HSC trasplantables in vitro son esenciales para las futuras
aplicaciones clinicas®'®2%, gl empleo de hPSC para generar células sanguineas de
forma ilimitada con fines terapéuticos suscitd un gran interés en el ambito de la
investigacion y la medicina desde su descubrimiento. Desde el primer estudio de
diferenciacién de hESC a células hematopoyéticas por el Dr. Kaufman en 2001%%', se
han desarrollado numerosos estudios basados en hPSC para generar células
hematopoyéticas humanas funcionales.

Para llevar a cabo diferenciaciones hematopoyéticas derivadas de hPSC hay que
rememorar el proceso de embriogénesis para intentar mimetizar todas las etapas del
desarrollo hematopoyético in vitro. Para generar células hematopoyéticas a partir de
hPSC se han llevado a cabo dos estrategias de diferenciacion, una primera que
consiste en el co-cultivo de hPSC con células estromales en medios de cultivo en
presencia de suerp?22224 y una segunda que se basa en el cultivo y diferenciacién de
hPSC en condiciones definidas®®>??’. La primera estrategia presenta algunas
limitaciones que impiden controlar el proceso de diferenciacién al completo, debido a
los factores que se liberan al medio de cultivo, procedentes de las células estromales o
del suero. En cambio, la segunda metodologia es mas reproducible y permite un mejor
control del proceso de diferenciacion. Aun asi, ambas estrategias se han usado
ampliamente para generar células hematopoyéticas derivadas de hPSC.

Otra técnica ampliamente desarrollada en las diferenciaciones hematopoyéticas in
vitro derivadas de hPSC es la formacion de EBs que mimetizan el desarrollo de las
tres capas germinales del embrion, su formacion varia desde su generacion
espontémea228 hasta la técnica de spin—E8229'23° y la formacion de EBs
colgantes/hanging-drop EB?.

Las células estromales mas empleadas en co-cultivo con las hPSC a lo largo de los
estudios de diferenciacién hematopoyética han sido las células OP9 de médula ésea

raton®???’ | células estromales derivadas de la AGM?*?, de higado fetal®* y células

S17 de médula 6sea®>.

Por otra parte, la exposicion de hPSC a factores de crecimiento y citoquinas
reguladoras durante el proceso de diferenciacion promueve la generacion de células
hematopoyéticas. Los factores de crecimiento VEGF, FGF2, TGFB y RA regulan la
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transicion de células endoteliales CD31" derivadas de hESC a células
hematopoyéticas CD43" 234235 Una inhibicion de la seial TGFP promueve la
produccion de células progenitoras hematopoyéticas (HPC, del inglés Hematopoietic
Progenitor Cells) CD43" derivadas de HEC durante la diferenciacion de hESC?®. La
manipulacion de las vias Activina y Nodal altera el desarrollo embrionario in vitro de las
hPSC. La inhibicién de estas vias de sefalizacién promueve la formacién de linfocitos
T derivada de progenitores CD34" de hPSC?’. La presencia de BMP4, FGF2 y VEGF
junto con la inhibicién de la senalizacion de TGFf promueve el desarrollo de HEC a
partir de hPSC?! 238, TGFB tiene un doble papel en la diferenciacion hematopoyética
y endotelial de hPSC. Por un lado, mejora el desarrollo del mesodermo temprano, pero
por otro lado tras la induccion del mesodermo exhibe un efecto negativo sobre la
generacion de progenitores hematopoyéticos y endoteliales CD34"CD317CD144"
derivados de hPSC?'. Varios estudios demuestran que la sobre-expresion del ligando
DLL4 de la via de NOTCH en células feeders mejora la diferenciacion mieloide de
hESCs®*®, mientras que la sobreexpresién en células OP9 mejora la diferenciacion de
linfocitos T en hPSC?’. Ademas, la estimulacion de DLL4 potencia la diferenciacion
hematopoyética de los HEP derivados de hESC?%.

Otra de las estrategias a seguir para mejorar la obtencién de células hematopoyéticas
a partir de hPSC es la expresién forzada de TF implicados en el proceso de
generacion de las HSC y especificacion de linaje. HOXA9 se expresa en células
progenitoras y hematopoyéticas, y su expresion ectdépica en hESC promueve la
diferenciaciébn hematopoyética, especialmente al inducir la formacion de células
primitivas y maduras CD45" derivadas de los HEP de hESC??. Alternativamente, la
adicion de HOXA9, ERG, RORA, SOX4 y MYB en hPSC favorece la diferenciacién a
progenitores mieloides CD34"CD45" con potencial multilinaje241. Un estudio de la
funcién de RUNX1 en hPSC ha demostrado que, aunque las tres isoformas de RUNX1
estan sobre-expresadas durante la diferenciacién de los EBs, la expresion forzada de
RUNX1a mejora la diferenciacion hematopoyética derivada de hPSC?*2. Nuestro grupo
ha demostrado que RUNXTc induce la formacién de HEP derivados de hESC,
promoviendo su diferenciacion a células hematopoyética3243'244.

Igualmente también hemos demostrado que la sobre-expresién de SCL en hESC
acelera la formacion de HEP y su consiguiente diferenciacion a células
hematopoyética3245. Ademas, hemos reportado que la expresion ectdpica de SCL
regula la especificacion de linaje hematopoyético, induciendo la formacion de células
de linaje megacariocitico a partir de hESC?46247,

Estudios recientes demuestran que la expresién ectopica de GATA2 potencia el
desarrollo y mantenimiento de las células hematopoyéticas derivadas de hESC?*,

La figura 21 muestra un esquema de los TF implicados en la regulacién del proceso de
diferenciacién de hPSC a células hematopoyéticas.
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Figura 21. Estrategias de generacion de células hematopoyéticas a partir de hPSC. Durante la
diferenciacion hematopoyética in vitro, las hPSC se diferencian a HEC capaces de formar células
endoteliales o HSC que posteriormente daran lugar a células hematopoyéticas. El proceso de
diferezlzgiacién de hPSC a células hematopoyéticas esté regulado por varios TF. Adaptada de Ackermann
etal.
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3. Megacariopoyesis y Trombopoyesis

3.1. Megacariopoyesis

La formacién de los megacariocitos es un proceso complejo y orquestado conocido
como megacariopoyesis que ocurre en la médula 6sea. Dentro de este tejido podemos
encontrar dos grandes ambientes o0 nichos con componentes celulares, composicion y
funcionalidad bien diferenciadas: el nicho osteoblastico (cercano al hueso) y el nicho
vascular (préximo a la zona sinusoidal). Los megacariocitos son originados en el nicho
osteoblastico a partir de las HSC. Estas forman progenitores que se comprometen a
linaje megacariocitico generando megacariocitos inmaduros que posteriormente
migran al nicho vascular para completar su maduracioén. El proceso de maduracién de
los megacariocitos implica un incremento de su contenido de ADN por endomitosis
(replicacion del ADN sin division celular), hasta 128N, acompafnado de un aumento del
contenido citoplasmatico y desaparicion del nucleo poIiIobuIad091’ 250-252 (Figura 22).

3.2. Trombopoyesis

Tras una remodelacién completa del citoesqueleto, los megacariocitos maduros
extienden sus proyecciones citoplasmaticas conocidas como pro-plaquetas que
finalmente se convertiran en plaquetas y seran liberadas al torrente sanguineo, con
una vida media de 7-10 dias en humanos y de 4-5 dias en raton (Figura 22). Cada
megacariocito libera miles de plaquetas al sistema circulatorio. El proceso de
formacion de las plaquetas se denomina trombopoyesis y tarda en completarse unos 5
dias en humanos y 2-3 dias en raton®" 29 23 ge generan unas 10" plaguetas/dia
para mantener un promedio de 3x10" plaquetas/L en el humano®*. Todo este
proceso esta regulado por una serie de hormonas, citoquinas, componentes de la
matriz extracelular y TF®" 2% El nmero constante de plaquetas en circulacion es una
consecuencia del equilibrio homeostatico entre su produccién y su destruccion en el

bazo por células fagociticas como los macréfagoszss.
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Figura 22. Biogénesis de los megacariocitos y las plaquetas en la médula ésea. Los megacariocitos
se originan por las HSC mediante un proceso de endomitosis en el nicho osteoblastico de la médula ésea,
migran al nicho vascular en su etapa de maduracion y mediante la remodelaciéon de su citoesqueleto
originan las plaquetas que se liberan a la circulacion sanguinea. Adaptada de Strassel et al®®
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3.2.1. Organizacion estructural de las plaquetas

El Dr. Bizzozero describidé por primera vez las plaquetas como pequefios fragmentos
celulares que se agrupaban en un tejido lesionado y demostré6 que carecian de
ntcleo®™’. Actualmente, se describen como células dinamicas y especializadas que
derivan de sus células precursoras, los megacariocitos. El tamafo de una plaqueta
madura es aproximadamente de 2-4 um de didmetro, lo que las convierte en las
células mas pequefias del sistema circulatorio®®?®,  Las plaquetas, también
conocidas como trombocitos, se caracterizan por presentar un elaborado citoesqueleto
interno, constituido por mdultiples receptores de superficie, un sistema canalicular,
microtubulos, mitocondrias, tres tipos de granulos (densos, lisosomales y a) y
depdésitos de glucégeno259 (Figura 23).

Megakaryocyte
producing platelets
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Microtubules \Dense granules
\ \
Membrane 4 .2
s.
\ .

-l

/ ' , e +
Cannalicular system

Lysosomal granules
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Metabolites
a-granules

Platelet Structure

Figura 23. Organizacion estructural de una plaqueta. Las plaquetas son fragmentos anucleados
formados por granulos densos, lisosomales y a, depodsitos de glucégeno, mitocondrias, metabolitos,

o . . 260
microtubulos y un sistema canalicular™ .

3.2.2. Funciones de las plaquetas

Las principales funciones de las plaguetas son el mantenimiento de la hemostasis,
trombosis, inflamacion e integridad vascular. Los granulos densos contienen factores
que potencian la activacién plaquetaria, mientras que los granulos a contiene factores
de crecimiento y proteinas de coagulacion que contribuyen a la hemostasis®®® 267,
Bajo un estimulo especifico, como un dafo vascular, se produce la activacion de las
plaguetas por proteinas de la matriz extracelular, como el colageno y el factor von
Willebrand (VWF, del inglés von Willebrand Factor). Su morfologia esférica y compacta
se convierte en irregular presentando receptores glicoproteicos en su membrana
(complejos GPIb-IX-V, GPlIb-llla y GPVI, entre otros) que ayudan a las plaquetas a
agruparse en la zona de la herida (Figura 24).
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El complejo GPIb-IX-V se une al vVWF que interacciona con el colagéno%o, al que

también se une GPVI*®' y el complejo GPllIb-llla se une al fibrinégeno%o. Todas estas
uniones, ademas de la union a los componentes de la matriz extracelular promueven
la activacion, la adhesion y la agregacion de las pIaqueta3259'261.
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Figura 24. Glicoproteinas y receptores de la membrana plaquetaria. En la membrana de las plaquetas

encontramos el complejo GPIb-IX-V que se une al factor vW, el complejo GPla y GPllIb-llla de uni6n al

fibrinégeno, el receptor de trombina y GPVI?%,

Tras la activacién, las plaquetas liberan su contenido granular y los factores de
coagulacion que mejoran su activacion y adhesién celular®®®, Los granulos densos se
fusionan con la membrana plaquetaria liberando ATP, ADP, 5-HT, calcio, serotonina y
epinefrina al espacio extracelular®®*%**, Los a granulos son las organelas secretoras
mas grandes de las plaquetas, actian liberando una gran cantidad de quimioquinas
como el factor plaquetario IV (PF4), glicoproteinas solubles como fibrinbgenoy vWF y
proteinas como la proteina basica plaquetaria y la P-selectina que ayuda a la adhesién
plaquetaria, entre otros?®® 2% os lisosomas contienen enzimas digestivas que actuan

degradando proteinas y biomoléculas de todo tip0263.

Tras la activacion plaquetaria se lleva a cabo el proceso de coagulacién, por el cual se
originara un coagulo o trombo por accion de la trombina, que ademas induce el paso

de fibrindgeno a fibrina para recubrir la zona de la herida y detener el sangrado 263, 267-
268

La figura 25 muestra un esquema del proceso de adhesion, activacion y agregacion
plaquetaria ante una lesion vascular.
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Figura 25. Representacion esquematica de la adhesion, activacion y agregacion de las plaquetas
ante un dafio vascular. Las plaquetas se activan cuando ocurre un dafio vascular, se adhieren y se
agregan a la zona de la lesién, liberan su contenido granular junto con los factores de coagulacion que
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inician la formacion del trombo que recubrira la herida junto con una red de fibrina™ .

3.3. El papel de la hipoxia en la megacariopoyesis

En 1978, el concepto del microambiente especial o nicho de las HSC en médula 6sea
fue introducido por el Dr. Schofield®®®. El nicho de la médula 6sea es un sistema
regulador que controla la quiescencia, mantenimiento, auto-renovacién y
diferenciacion de las HSC a células hematopoyéticas mediante la produccién de
factores de crecimiento y componentes de la matriz extracelular que activan una
sefializacién interna para regular las funciones de las HSC?"%271 . Se han identificado
dos componentes del nicho importantes para la actividad de las HSC: el nicho
osteoblastico y el nicho vascular. El revestimiento de la superficie por los osteoblastos
y la adhesion de las HSC al nicho osteobléstico son mecanismos moleculares criticos
para el mantenimiento de la quiescencia de las HSC?’2. El nicho vascular esta
formado por las células hematopoyéticas y endoteliales y es el lugar donde se lleva a
cabo la proliferacion y diferenciacién o maduracién de las HSC en circulacion®’327,

La distribucion de las HSC en el nicho esta estrechamente asociada con la tension de
Og2, pero también la diferenciacion a linaje megacariociti00275. La superficie del nicho
osteoblastico presenta bajos niveles de O, permitiendo que las HSC primitivas se
mantengan en estado de reposo o quiescenciam. El 0.1% de Os evita que las células
CD34" entren en el ciclo celular®”’. Ademas, la hipoxia aumenta el potencial de
formacion de colonias de las HPC y su potencial para diferenciarse a megacariocitos,
el 1% de Oz promueve la proliferacion de las células CD34" y la adquisicion de la
expresion de CD41" para la formacion de megacariocitos inmaduros®’®. La etapa de
maduracién de los megacariocitos se desarrolla en el nicho vascular acompanada de
un aumento de la tensién de O, en torno a un 6% en el espacio sinusoidal déonde se
producen las pro-plaquetas y en torno a un 8% en el vaso sinusoidal dénde seran
liberadas las pIaquetasQSS’ 276, 279 (Figura 26).
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Figura 26. Formacion del linaje megacariocitico en el nicho de la médula 6sea. La formacion de los

megacariocitos por las HSC ocurre en el nicho osteoblastico a bajas condiciones de O2, mientras que la

maduracion de estos ocurre en el nicho vascular con un aumento de las tensiones de O2. Adaptada de
280

Chen et al.

3.3.1. Regulacién de la hipoxia

El factor inducible por hipoxia (HIF, del inglés Hypoxia-Inducible Factor) es un
regulador clave de la hipoxia durante el mantenimiento y diferenciacion de las HSC en
el nicho de la médula 6sea. HIF1, es el principal regulador del metabolismo de las
HSC en el nicho hipéxico de la médula ésea y forma un complejo heterodimérico a/p
de union al ADN?®'. La subunidad B (HIF-1B) no es sensible a la hipoxia, en cambio la
subunidad a (HIF-1a) si se ve afectada. HIF-1a es degradada por el proteosoma en
condiciones de normoxia al ser hidroxilada®®?. En cambio, en condiciones de hipoxia
se incrementa su actividad, se inhibe su hidroxilacién y se produce la dimerizacidén con
la subunidad 8281’ 283

Ademas, existe otro regulador de la hipoxia en el nicho de la médula 6sea, HIF-2a2%%,

La actividad de HIF-1a e HIF-2a esta regulada por Meis1 que induce la activacion
transcripcional de ambos en el ambiente hipdxico de la médula 6sea, permitiendo asi
el mantenimiento y auto-renovacién de las HSC y su supervivencia durante las bajas
condiciones de 05" (Figura 27). La regulacion transcripcional de HIF-1a por Meis1
sugiere que el metabolismo anaerébico y el aumento de la expresion de HIF-1a en las
HSC es una caracteristica intrinseca de las células madre. Un estudio demuestra que
la delecién condicionada de Meis1 provoca una baja regulacion por parte de HIF-1a 'y
HIF-2a y una pérdida de la quiescencia y la actividad de las HSC a causa de un
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive
Oxygen Species)286.
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Figura 27. Regulacion transcripcional de la hipoxia por HIF y Meis1. HIF-1a y HIF-2a activan su ruta
de transcripcion por Meis1 en condiciones de hipoxia, necesaria para el mantenimiento y diferenciacion de
las HSC en médula 6sea. La activacion de ROS en ausencia de Meis1 inhibe el mantenimiento de las

HSC. Adaptada de Zhang and Sadek®®.

3.4. Jerarquia de la megacariopoyesis

El modelo de jerarquia clésica del desarrollo megacariocitico implica la formacion de
los megacariocitos a partir de las HSC que originan los progenitores CLP y CMP. El
CMP se diferencia al progenitor granulocito/monocito y al MEP, responsable de la
generacion de los megacariocitos y eritrocitos®". El proceso de diferenciacion de las
HSC hasta la generacién de los megacariocitos ha sido caracterizado por la presencia
de diversos marcadores celulares, algunos especificos de linaje. Las HSC
(CD34"CD90"CD45RA'CD38") originan los HPC identificados como CD34"CD38" que
formaran el MEP (CD34"CD38"CD235a"IL3Ra'CD45RA") que dara lugar al desarrollo
del linaje eritroide y megacariocitico. El linaje megacariocitico se caracteriza por el
desarrollo de los progenitores megacariociticos identificados como CD34'CD41", el
marcador CD34" se pierde durante la generacién de los megacariocitos. Los
megacariocitos inmaduros adquieren el marcador CD61" ademas de presentar CD41*
(CD34CD41*CD61"CD42) y una vez que maduran adquieren CD42"
(CD41*CD617CD42"), hasta que finalmente originan y liberan las plaquetas
identificadas con los marcadores de superficie celular CD417CD42" 287-288 (Figura 28).
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Figura 28. Marcadores celulares caracteristicos del linaje megacariocitico desde la formacion de
las HSC. Las HSC originan los HPC CD34°CD38" que generaran el linaje megacariocitico tras formar el
MEP que originard megacariocitos y eritrocitos. El progenitor megacariocitico CD34°CD41* dara lugar a
los megacariocitos inmaduros CD41°CD61* que tras madurar adquieren CD42" y finalmente, formaran las
pro-plaquetas y plaquetas CD41*CD42" que seran liberadas al torrente sanguineo. Adaptada de Lee et
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Recientemente, se ha propuesto un modelo redefinido del desarrollo megacariocitico
humano, donde aparece un progenitor megacariocitico unipotente CD41" que se
origina a partir del CMP y desencadenara la formacién de megacariocitos

independientemente de los generados por el MEP (Figura 29)
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Figura 29. Jerarquia del desarrollo megacariocitico humano. El modelo clasico propone la generacién
de megacariocitos a partir del MEP originado por el CMP. El modelo redefinido propone la existencia un
progenitor megacaricitico unipotente (MegP) CD41" que se desarrolla a partir del CMP y dara lugar a los

megacariocitos juntos con el MEP. Adaptada de Miyawaki et al.
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3.5. Regulacién molecular de la megacariopoyesis v la trombopoyesis

El desarrollo megacariocitico esta regulado a multiples niveles por diversas citoquinas,
factores de crecimientoy TF.

Un hito importante en la comprensién de los mecanismos moleculares de la
trombopoyesis fue el descubrimiento de la trombopoyetina (TPO), el principal
regulador de la trombopoyesis, en modelos de ratén en 1994%°' TPO, junto con su
receptor c-Mpl (también conocido como proteina MPL o TPO-R) se expresan en las
HSC y en los progenitores que posteriormente formaran los megacariocitos (CMP y
MEP). Durante el desarrollo megacariocitico, TPO-MPL se encargan de regular la
supervivencia, proliferacion, diferenciacion y maduracion de los megacariocitos para la
correcta formacion de las plaquetaszgz. TPO se produce constitutivamente en el
higado y circula por el torrente sanguineo hasta que es secuestrada por las plaquetas
circulantes de manera dependiente de MPL. Como resultado, la reduccion en el
recuento de plaquetas conduce a mayores niveles de TPO circulante, que estimula a
las HSC de la médula 6sea, aumentando asi el nUmero de megacariocitos, y por tanto
de plaquetaszgs. La senalizacion de TPO comienza con la internalizacion del complejo
TPO-MPL que inicia multiples cascadas de sefializacion que regulan el desarrollo de
los megacariocitos. TPO induce la fosforilacién de JAK2 (del inglés, Janus Kinase) y
de otras quinasas como MAPK/ERK y PI3K/AKT que activa los factores STAT3/STATS
(del inglés, Signal Transducer And Activator Of Transcription) y estos activan otros TF
especificos de la formacion del megacariocit0294.

Factores de crecimiento como SCF y varias interleuquinas como IL3, IL6 e IL11
ayudan a la sefalizacion de la TPO para completar el desarrollo del megacariocitozgS.
Estudios en ratones deficientes en Tpo y c-Mpl reportan una reduccién del numero de
HSC y por tanto una disminucién drastica de megacariocitos y pIaqueta3296'297.

En humanos, la pérdida de funcién completa de c-MPL causa un recuento plaquetario
medio del 21x10%L o incluso por debajo, siendo el normal en individuos sanos del 150-
450x10%/L. Estos datos sugieren que los pacientes sin una sefalizaciéon funcional de
TPO son capaces de generar plaquetas, pero a niveles reducidos® 2%, Aunque TPO
es un regulador critico de la megacariopoyesis, no ejerce un papel esencial en las
etapas finales de la formacion y liberacién de las pro-plaquetas.

La figura 30 muestra un esquema representativo del mecanismo de regulacién de la
trombopoyesis mediado por TPO y su receptor c-Mpl.
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Figura 30. Regulacion de la trombopoyesis por la via de sefalizacion de TPO. TPO, producida
principalmente en el higado es liberada a la circulacién sanguinea. En médula ésea, se une a su receptor
c-Mpl expresado en las HSC y sus progenitores derivados. El complejo TPO-c-Mpl activa las vias
JAK/STAT vy estimula el crecimiento y maduracién de los megacariocitos. Las plaquetas en circulacion,
también expresan c-Mpl en la superficie celular que se une a la TPO y la internaliza para ser degradada.
Las plaquetas senescentes que seran eliminadas en higado promueven la smte3|s de TPO en higado
mediante la activacién de las vias JAK/STAT. Adaptada de Zhang and Zehnder®®.

La especificacion de las HSC y la diferenciacion megacariocitica estan coordinadas
por la expresion temporal de varios TF. Estos TF estan implicados tanto en el
desarrollo hematopoyético embrionario como en el mantenimiento y auto-renovacion
de las HSC adultas y en la especificacion del linaje megacariocitico.

Estudios en raton han identificado la via de Notch como mediadora de la
megacariopoyesis. La senalizacién de Notch se requiere para la formacion del linaje
megacariocitico, a través de la senalizacion de AKT y la consiguiente supresion de
FOXO se produce un incremento del numero de CMP y MEP, y por tanto también de
células CD41* 301392 gjp embargo, en humanos la activacion de NOTCH inhibe la
maduramon de los megacanocﬂos terminales a partir de las células progenitoras
CD34* 3% Recientemente, se ha demostrado que la regulacién negativa del receptor
NOTCH4 por RUNX1 se requiere para el desarrollo normal de megacariocitos en
células humanas. Especificamente, la delecién del sitio de union a RUNX1 provoca un
aumento de la expresién del receptor NOTCH4 y por tanto la inhibicién de la
diferenciacibn a megacariocitos. Ademés, se ha visto que la inhibicion de la
senalizaciéon de NOTCH4 por edicion génica en hiPSC mejora la megacariopoyesis
humana in vitro>®*

Dos TF esenciales para la determinacion de las HSC durante el desarrollo
embrlonarlo pero también para la diferenciacion a megacariocitos son SCL y
RUNX1% 308 . Se ha visto que la regulaciéon ejercida por Scl es critica para el
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desarrollo de la megacariopoyesis en raton®”’. Ademas, en la diferenciacion de hESC
se ha reportado el papel critico de SCL en la especificacion a linaje megacariociti00246'
247 | a delecion condicionada de Runx? en modelos de ratén muestra una maduracion
megacariocitica anormal, presentando me%acariocitos de reducido tamano y con una
disminucién significativa de la poliploidia % El cultivo in vitro de megacariocitos
procedentes de células madre derivadas de pacientes con mutaciones en RUNX1
presenta una diferenciacién a megacariocitos y poliploidizacién defectuosa®.

GATAZ2 se requiere tanto para el mantenimiento de las HSC como para el desarrollo
de la megacariopoyesis temprana, pero no para la maduracion terminal de los
megacariocitossog. Otro TF que regula la viabilidad de las HSC y la diferenciacién a
megacariocitos es ETV6. En modelos de ratén se ha comprobado que la deficiencia de
Etv6 provoca defectos en la viabilidad de las HSC y un deterioro en la maduracion de
los megacariocitosm.

Durante la diferenciacién de las HSC a megacariocitos, diversos TF intervienen de
forma temporal regulando las distintas etapas del desarrollo megacariocitico (Figura
31). El primer paso del compromiso mieloide comienza a partir del CMP que requiere
del balance de expresién de dos TF antagénicos, GATA1 y PU.1. PU.1 dirige la
diferenciacién hacia el progenitor granulocitico-monocitico y GATA1 dirige la
diferenciacién hacia el MEP para inducir la formacion del linaje eritroide. Experimentos
en ratones, han reportado la activacion reciproca de Gatal y Pu.1 para la
especificacion del linaje hematopoyético hacia el CMP o hacia el MEP®"!. En
humasqgs, se ha demostrado de igual manera el efecto antagonico entre GATA1 y
PU.1°"“.

Durante el compromiso a linaje eritroide 0 megacariocitico a partir de la formacién del
MEP intervienen varios TF que se expresan de manera dependiente de tiempo y dosis.
Entre ellos encontramos a NFE2, SCL, GFI1B, GATA1, GATA2, KLF1 y ETV6 que se
expresan durante el desarrollo del MEP. Experimentos en células humanas
demuestran la funciéon antagénica de GATA2 y GATA1 junto con su co-factor FOG1
durante la etapa del MEP, GATA2 promueve la megacariopoyesis, mientras que
GATA1 induce la eritropoyesis. Sin embargo, esta relacion no es exclusiva, ya que
GATA1 es ampliamente estudiado en el desarrollo del linaje eritroide, pero su
expresion también es esencial durante la megacariopoyesis313. Ademas, se ha
reportado que la sobre-expresién de GATA2 en lineas celulares humanas inhibe la
eritropoyesis y promueve la diferenciaciéon a megacariocitosSM. Por otro lado, hay TF
especificos de linaje eritroide y megacariocitico. EKLF (del inglés, Erythroid Krippel-
Like Factor) y c-MYB se expresan exclusivamente en el linaje eritroide®'®, mientras
que FLI1 y RUNX1 se expresan de forma exclusiva en el linaje a megacariocitossw's”.

En la diferenciacion de células CD34" humanas se ha reportado que RUNX1 reprime
activamente a KLF1, especifico de linaje eritroide, lo que permite un aumento de
expresion de FLI1 que promueve la diferenciacién a megacariocitos315’ 317 Ademas,
en experimentos in vitro e in vivo a partir de células CD34" humanas se ha
demostrado que FLI1 (regulado negativamente por ETV6) juega un importante papel
en la megacariopoyesis, regulando la expresion de los receptores GPlba y GPIX de la
membrana del megacariocit0318'319

Durante los estadios terminales de la megacariopoyesis, RUNX1 reprime y activa la
expresion de las miosinas MYH10 y MYL9 necesarias para la poliploidizacion y
maduracion del megacariocito32°'321. MYH10 se expresa en megacariocitos inmaduros
y se localiza especificamente en el anillo contractil. Inhibe la poliploidizacion y evita la
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transicion de células 2N a 4N. Durante la diferenciacion de células CD34" humanas y
de ratén hacia megacariocitos, se ha demostrado que se requiere del silenciamiento
de esta miosina por Runx1 para inducir la maduracién del megacariocitoszo. Por otra
parte, la miosina MYL9 se expresa en megacariocitos maduros y plaquetas. En
humanos, se ha comprobado que MYL9 es un gen diana de RUNX1 para inducir la
maduracién terminal de los megacariocitossm. Durante la especificacion a linaje
megacariocitico, NFE2 también es requerido en la fase final de maduraciéon del
megacariocito y la formacion de pro—plaqueta3322'323. Ratones deficientes en Nfe2
presentan defectos en la biogénesis de las pIaquetasSzz. Estudios mas recientes en
raton han demostrado que Nfe2 colabora con Fli1 y Runx1 para inducir la maduracién
terminal de los megacariocitosszs. La expresion de GFIB es importante para el
establecimiento del linaje terminal eritroide y megacariocitico. Ratones deficientes en
Gf1b muestran una diferenciacion eritroide defectuosa que les provoca anemia®?*.
Otros estudios, han demostrado que la deficiencia en Gf1b causa un deterioro en la
expansién y maduracion de los megacariocitos y defectos en trombopoyesi3325'326.
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Figura 31. Representacion esquematica de los TF implicados en la biogénesis de los
megacariocitos y de las plaquetas. Diversos TF hematopoyéticos, en combinacion con la estimulacion
de TPO, actuan promoviendo la diferenciacion de las HSC hacia el linaje megacariocitico. Algunos de
ellos se expresan exclusivamente en la etapa de maduracién del megacariocito y en la formacién de pro-
plaquetas y la liberacién de plaquetas al torrente sanguineo. Adaptada de Songdej and Rao*?.

3.6. TAL1/SCL en la hematopoyesis y megacariopoyesis

TAL1 (del inglés, T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1), también conocido como
SCL (del inglés, Stem Cell Leukemia) es un TF esencial para el desarrollo de la
hematopoyesis normal. Se requiere tanto para la especificacibn del sistema
hematopoyético durante el desarrollo como para la supervivencia de las HSC adultas y
la quiescencia, ademas de la maduracion terminal de determinados linajes
sanguineos, como el linaje hacia megacariocitos.
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3.6.1. Organizacién genémica de TAL1/SCL

En humanos, el locus SCL se localiza en el brazo pequefio del cromosoma 1 en la
posicion 33. En 1989, el gen SCL se clon6 en virtud de su implicacion en la
translocacion cromosomica t(1;14)(p33;q11) de una linea celular derivada de un
paciente con T-ALL®*%. Desde entonces, estudios posteriores han revelado el papel
critico de SCL en la hemopoyesis normal y maligna, confirmando las hipétesis iniciales
sobre funciones paralelas en el desarrollo de las HSC y la transformacién
leucémica®?®33",

En 1990, se concluy6 que el gen SCL codifica una proteina que forma dos hélices
separadas por un bucle (HLH del inglés, Helix-Loop-Helix) con homologia a LYL1, que
también esta involucrada en el desarrollo maligno linfoide®*. Las proteinas HLH
presentan un dominio de unién al ADN que se encuentra en una gran variedad de
proteinas que controlan el crecimiento y la diferenciacion celular®®, En 1991, el grupo
del Dr. Begley aisl6 el ADNc del gen Scl murino y descubrié que la secuencia
nucleotidica de la region codificante presentaba un 88% de identidad con el gen SCL
humano y ademas la proteina compartia una identidad del 94% de aminoé&cidos con el
gen SCL humano. El motivo HLH y las regiones hidrofilicas localizadas por encima del
gen estan completamente conservados en las proteinas murinas y humanas®**. Las
proteinas HLH funcionan como factores reguladores capaces de unirse a otros
dominios proteicos. Se ha reportado que el dominio HLH de SCL forma heterodimeros
con otras proteinas como E47 o E12 tanto in vitro como in vivo. Estos datos sugieren
que los heterodimeros HLH que involucran a SCL pueden funcionar in vivo como
factores reguladores de la transcripcion que influyen en la determinacién del tipo
celular durante el desarrollo hematopoyético335.

3.6.2. Regulacién del desarrollo hematopoyético embrionario

SCL es un gen complejo que se expresa a lo largo del desarrollo, activando o
reprimiendo la transcripcién de precursores hematopoyéticos, neurales y endoteliales.

En modelos murinos, se observaron las primeras evidencias de las funciones de Scl
en el desarrollo hematopoyético embrionario. La delecién de Scl, in vivo, demostré que
este gen es imprescindible en las primeras etapas del desarrollo hematopoyético
embrionario del ratén. Los embriones Sci’”™ murieron a dia E9.5 debido a la ausencia
de mielopoyesis y eritropoyesis primitiva en el saco vitelino®* %%, Ademas, la
deficiencia en Scltambién ocasiona ausencia completa de la hematopoyesis definitiva
producida durante la tercera oleada®®. El blogueo completo de la hematopoyesis
sugiere que Scl es esencial no sélo durante las primeras fases de la diferenciacion de
los progenitores hematopoyéticos sino también para la especificacion de las células
mesodérmicas hacia un determinado linaje sanguineo. La diferenciacion de mESC a
células hematopoyéticas recapitul6 las oleadas 1 y 2 de la hematopoyesis del saco
vitelino®%, y ademas se establecié que Scl se requeria tanto para la generacion de

células endoteliales como hematopoyéticas derivadas de las células mesodérmicas
F|k1 + 340-341
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Como se mencioné anteriormente, la expresion de Scl marca el compromiso del
hemangioblasto hacia la formacion del endotelio hemogénico144'145. La delecion
condicionada de Scl a través de la escision de la recombinasa Tie2-Cre confirmé estas
observaciones. En este modelo, la especificacibn hematopoyética no se vio afectada,
pero la maduracién de los eritrocitos primitivos y definitivos, asi como la maduracién
de los megacariocitos si fue defectuosa, lo que condujo a la letalidad del embrién de
raton entre los dias E13.5- 14.5%*2. Ademas, Scl también es necesario para el
desarrollo de la red vascular después de la formacién del angioblasto. La pérdida de
expresion de Scl en embriones de raton interrumpe la remodelacion angiogénica
extraembrionaria®*®. Por lo tanto, SCL es uno de los TF hematopoyéticos que actua en
las etapas tempranas del desarrollo y esta involucrado tanto en la formacién de células
hematopoyéticas como endoteliales a partir del endotelio hemogénico.

3.6.3. Regulacioén del linaje megacariocitico

Varios estudios de ganancia y pérdida de funciéon en modelos murinos han resaltado el
papel de Scl en la diferenciaciéon de las células progenitoras a diferentes linajes
hematopoyéticos como el linaje eritroide, megacariocitico y la formacion de mastocitos
y monocitos>*? 344, Experimentos en ratones adultos han demostrado que la delecion
de Scl perturba la megacariopoyesis y la eritropoyesis con la pérdida de células
progenitoras tempranas en ambos linajes, en cambio los progenitores del linaje
granulocitico-monocitico no se vieron afectados®**. Por otra parte, se ha visto que Scl
activa la progresién del ciclo celular en progenitores derivados de HSC adultas en
modelos murinos. Mediante un estricto control de la expresion de p21y p16/ink4a, Scl
regula el inicio de la diferenciacion hacia eritrocitos, la poliploidizacion y maduracion
terminal de los megacariocitos y la proliferacion de los progenitores monociticos>** 3%,
Estudios de secuenciacion en modelos murinos revelan que Scl presenta cambios en
sus niveles de expresion génica durante la diferenciacion de los progenitores hacia
linaje megacariocitico o eritroide. Estos cambios dinamicos sugieren un papel central
en el compromiso hacia linaje especifico y la maduracion terminal. Se piensa que
estos cambios de expresion pueden deberse a la formacion de complejos
multiproteicos de Scl con otros TF o cofactores, esenciales durante el desarrollo
hematopoyéti00348. Entre ellos, las proteinas GATA se han descrito como las mejores
companeras de SCL. GATA2 esta implicada en la supervivencia y especificacion de
las HPC y en las primeras etapas de la diferenciacion hacia linaje, y GATA1 es
requerida para la maduracién terminal®**3%. En cultivos primarios de megacariocitos y
eritrocitos derivados de progenitores hematopoyéticos de higado fetal de raton, se ha
observado la accion combinada de Scl con diversos TF. Scl actua junto con Gata2,
Lyl1, Fli1, Erg, Runxl y Lmo2 para llevar a cabo la especificacion del linaje
megacariociti00351. Adicionalmente, experimentos basados en la diferenciacién de
hPSC a células hematopoyéticas mediante la expresién ectdépica de SCL en
combinacion con GATA2, LMO2 y RUNX1 confirman que estos complejos
multiproteicos estan involucrados en la formacién del MEP3%2,

86
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3.7. Generacion de megacariocitos y plaquetas a partir de hPSC

Muchos pacientes sufren defectos congénitos que afectan a la estructura vy
funcionalidad de las plaquetas, como veremos en el siguiente apartad0353'354. Pero
ademas, existen pacientes con desordenes plaquetarios provocados por infecciones
viricas, enfermedades autoinmunes, ciertos medicamentos, fallo hepatico, leucemias,
efectos secundarios derivados de la quimioterapia o radioterapia o incluso durante el
embarazo®>°%¢1,

Los tratamientos actuales para estos pacientes consisten en incrementar y estimular la
produccion plaquetaria mediante el uso de farmacos>®?®3. En casos severos, se
precisa de transfusiones de sangre o de plaquetas, pero cuando éstas son reiterativas
en el tiempo, los pacientes requieren de un gran nimero de donantes. Aunque, con el
tiempo pueden sufrir rechazo, conocido como refractariedad plaquetaria, lo que
supone un problema clinico bastante significativ0364'365. Si estos tratamientos no
funcionan, se recomienda una cirugia para extirpar el bazo®®3%’. Frente a estas
desventajas, la produccion de plaquetas in vitro supondria un gran avance en el
tratamiento de estos pacientes, ya que la obtencion de plaquetas de sangre periférica
y las limitaciones que conlleva su preservacion junto con la falta de donantes dificulta
el uso de estas plaquetas para tratar a estos pacientes.

Actualmente, las plaquetas son colectadas del donante mediante extraccion de sangre
completa o aféresis, pero estos métodos presentan sus limitaciones.
Independientemente del método de obtencion, la temperatura de almacenaje es muy
importante para mantener la viabilidad y la funcionalidad de esas plaquetas. Este es
uno de los principales problemas a los que se enfrentan en clinica, ya que las
plaquetas no toleran bien la refrigeracion a diferencia de los eritrocitos o el plasma.
Las temperaturas hipotérmicas (4 °C) causan modificaciones profundas en la forma y
funcionalidad de las plaguetas. Por tanto se precisa de una temperatura mayor para su
almacenaje. La alternativa mas utilizada es almacenarlas a 22°C, en agitacion
continua con el fin de preservar su funcion, durante un maximo de 5 dias debido al
riesgo de contaminacion bacteriana o virica, ademas de alteraciones estructurales®®®
39 Uno de los tratamientos actuales, cuyo uso ha aumentado desde los ultimos aros,
es la terapia mediante plasma rico en plaquetas (PRP), definido como el volumen de
plasma autologo con una concentracion de plaquetas superior al nivel basal (150.000-
350.000/uL) y rico en factores de crecimiento y quimioquinas. Dada su f&cil
disponibilidad, se usa facilmente en entornos clinicos y quirtrgicos, no solo para tratar
a pacientes con trombocitopenias sino también con otras patologias o para el
tratamiento de lesiones de deportistas de élite, pero su eficacia y la actuacion de los
factores de crecimiento, citoquinas y mediadores de la inflamacién aun no ha sido
dilucidada®"%%"2,

Lo ideal seria trasplantar las plaquetas procedentes de las HSC del propio paciente,
pero el cultivo y la expansion in vitro de estas células es muy limitada®"®3"*. En
cambio, las hPSC gracias a su capacidad de crecimiento ilimitado in vitro y
diferenciacién a cualquier linaje celular, como se ha descrito anteriormente, serian una
fuente constante de plaquetas para su uso en terapia celular y aplicaciéon a clinica
como un recurso independiente de donante para transfusiones'® 12,
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Hasta la fecha se han empleado varios protocolos de diferenciacion para generar
megacariocitos y plaquetas in vitro derivadas de hPSC, pero no han sido lo
suficientemente eficientes. Estudios previos han empleado células OP9 en co-cultivo
con hESC para generar megacariocitos y plaquetas in vitro, ya que las células OP9
poseen factores que ayudan a la megacariopoyesis y trombopoyesi3375'377. Otros
protocolos han combinado la formacién de EBs y el co-cultivo con células OP9 para
diferenciar hESC a megacariocitos, ademéas de expresar SCL de forma ectdpica,
esencial en la formacion de los megacariocit03246'247. En los ultimos afos, se han
desarrollado nuevos protocolos libres de suero y componentes animales con medios
definidos para derivar hPSC a megacariocitos y plaquetas, mediante la formacion de
spin—EBsst’ 878 Otro grupo ha reportado la generacion de progenitores
megacariociticos y plaguetas mediante un protocolo libre de suero y células
estromales por cultivo secuencial con diferentes medios de crecimiento y combinando
condiciones de normoxia e hipoxia226. Otra opcion, es la sobre-expresion de TF
implicados en el desarrollo del linaje megacariocitico para incrementar la produccién
de progenitores megacariociticos y asi su expansién in vitro a partir de hiPSC®7®. Muy
recientemente, se ha llevado a cabo la generacién a gran escala de megacariocitos in
vitro mediante un protocolo definido basado en la expresion ectopica de GATA1, SCL
y FLI1 por transduccion lentiviral?2”-38°,

3.8. Trastornos plaquetarios hereditarios

La funcidon hemostatica de las plaquetas puede verse comprometida por defectos
adquiridos o congénitos que afectan tanto a la producciéon como a la destruccion de
estas células, ademas de verse afectada la expresion o funcionalidad de cualquiera de
los elementos involucrados en la fisiologia plaquetaria, lo que conduce a una diatesis

hemorrégica381.

Los trastornos de plaquetas hereditarios se agrupan en:

1. Trombocitopenias hereditarias. Son desérdenes plaquetarios que afectan al tamario
y numero de las plaquetas, causando una disminucion del numero de plaquetas
circulantes en sangre, inferiores a 150x10%L. Suelen ser ocasionadas por una
produccion insuficiente o anémala de plaquetas en médula ésea, por una acumulacién
excesiva de plaquetas en el bazo o en el higado, o por un descenso de la

supervivencia de las plaquetas por mecanismos inmunitarios®'.

2. Trastornos de la funcién plaquetaria. Desérdenes que dan lugar a plaquetas
disfuncionales y posiblemente también se vea afectado el numero de plaquetas.
Pueden estar ocasionados por defectos en los componentes de la superficie de las

plaguetas o en los componentes intracelulares®®".
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Los trastornos que afectan a la funcionalidad de las plaquetas, causados por defectos
en los componentes y receptores de la superficie de las plaquetas se clasifican en:

1. Defectos de adhesion plaguetaria

Se producen defectos de adhesién plaquetaria cuando se afecta el complejo
glicoproteico GPIb-IX-V. Este receptor es exclusivo de megacariocitos y plaquetas y
esta formado por las proteinas GPIbA, GPIbB, GPIX y GPV. Ademas, también actua
como receptor de la trombina e interactia con el citoesqueleto contribuyendo al
mantenimiento de la estructura plaquetaria260’ 382 Encontramos dos trastornos
plaquetarios asociados a la formaciéon anormal o defectuosa del complejo GPIb-IX-V:

= Sindrome de Bernard-Soulier. BSS (del inglés, Bernard-Soulier Syndrome) es
un desorden plaquetario raro caracterizado por presentar una
macrotrombocitopenia de moderada a severa, con una pérdida de adhesién a
colageno dependiente del VWF. Esta causado por mutaciones en los genes
GP1BA, GP1BB o GP9°®. Este sindrome sera tratado con mayor profundidad
en el siguiente apartado.

= Enfermedad von Willebrand de tipo plaquetario. PvWD (del inglés, Platelet-type
von Willebrand Disease) es una enfermedad autosdmica dominante
caracterizada por presentar hemorragias de leves a moderadas y
trombocitopenia con plaquetas de gran tamafo caracterizadas por la unidén
espontanea de GPIba al vWF, debido a mutaciones en el gen GP1BA. Resulta
en una interaccion excesiva e innecesaria de las plaquetas al VWF con la
posterior eliminacién del VWF de alto peso molecular, asi como de las
plaguetas en circulacion, lo que conduce a una trombocitopenia y una diatesis
hemorrégica384. La enfermedad von Willebrand tipo 2B modifica la produccion
plaquetaria, presenta un parametro fenotipico y sintomas clinicos similares a la
PvWD, en cambio su etiologia y modalidad de tratamiento es diferente. Esta
ocasionada por mutaciones en el gen VW, 8,

Otros defectos de adhesidn plaquetaria implican defectos en el receptor de colageno.
La interaccion plaguetas-colageno en el flujo sanguineo es un proceso de varios pasos
que involucra tanto a la integrina a2B1 como a GPVI, es un proceso regulado
negativamente por PECAM1, una molécula de adhesion endotelial-plaquetaria. Los
haplotipos especificos en GP6 e ITGA2 proporcionan amplias variaciones en la
densidad de ambos receptores y se ha estimado una variabilidad del 40% en la

respuesta de senalizacion de GPVI cuando las plaquetas se unen al colégeno386.

2. Defectos en receptores vy proteinas implicadas en las vias de sefalizacidn

Los defectos en las rutas de senalizacién que controlan la secrecidén y agregacion
plaquetaria son la causa mas comun de sangrado en los trastornos plaquetarios.

Se clasifican en:
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= Patologia de los receptores de ADP y tromboxano A2 (TXA2). Las plaquetas
poseen 2 clases de receptores purinérgicos para ADP: P2Y1 que media la
movilizacién del Ca?*, el cambio de la morfologia de las plaquetas y el inicio de
la respuesta de agregacién plaquetaria, mientras que P2Y12 es un regulador
importante de la coagulacién de las plaquetas. Alrededor del 20-30% de los
sitios de unién de plaquetas a ADP estan asociados con P2Y1, mientras que el
70% restante esta asociado con P2Y12. Los pacientes presentan un sangrado
leve caracterizado por una agregacion plaquetaria reducida, pero rapidamente
reversible a altas dosis de ADP®®"388_ Se debe a mutaciones en los loci de los
receptores purinérgicos o a un déficit de los mismos388-38°,
Por otro lado, mutaciones en la subunidad a del receptor de TXA2 causan
sangrados leves en los pacientessgo. Se han reportado otras mutaciones en
TBXA2R que interrumpen tanto la funcién de TPa como el reciclaje de los
receptores. Estas mutaciones son especialmente importantes ya que
fisiologicamente imitan el efecto de la aspirina al bloquear el metabolismo del
acido araquidédnico por la inhibicién de la ciclooxigenasa391'392.

= Patologia asociada al receptor de P2X1. ATP, antagonista tanto de P2Y1 como
de P2Y12, inhibe la activacion de las plaquetas por ADP®*%| sin embargo, a
través de su interaccién con P2X1 también puede activar a las plaquetas al
inducir una entrada rapida de Ca* desde el medio extracelular, asociado con
un cambio transitorio de la morfologia pIaquetaria394. Ademas, la activacion
plaquetaria por ATP amplifica las respuestas plaquetarias a otros agonistas,
especialmente en condiciones de flujo sometidas a un alto estrés®9°3%,

3. Defectos en agregacién plaquetaria

La integrina allbB3 en plaquetas activadas permite la union del fibrinégeno y de otras
397

proteinas adhesivas solubles involucradas en la agregacion plaquetaria™’.

La trombastenia de Glanzmann estd causada por mutaciones bialélicas en los genes
ITGA2B o ITGB3 que codifican allb (GPIIb) y B3 (GPllla), respectivamente, ya que son
Unicas de cada familia. A pesar de presentar un recuento plaquetario y una morfologia
normal, los pacientes con trombastenia de Glanzmann sufren diatesis hemorragica
severa debido a defectos cualitativos o cuantitativos en allbB3 que inhiben la unién de
las plaquetas al fibrinbgeno durante la activacion plaquetaria. Las mutaciones ocurren
en ambos genes, siendo ITGAZ2B el mas afectado posiblemente porque es mas
pequeno que ITGB3. Estas mutaciones sin sentido deterioran la biosintesis de las
subunidades allb y $3, inhibiendo la formacién del complejo allbp3, la maduracion y la
translocacion a la membrana plasmatica de los megacariocitos398'399. El grupo del Dr.
Nurden ha examinado recientemente una gran cohorte de pacientes con trombastenia
de Glanzmann y mediante andlisis de secuenciacion han identificado 55 mutaciones

nuevas que afectan a los genes ITGA2B e ITGB3*%,
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4. Defectos en la actividad pro-coagulante de las plaquetas

La externalizacion de la fosfatidilserina a la membrana plasmatica de las plaquetas es
esencial para llevar a cabo la actividad pro-coagulante y la eliminacion de
microparticulas procedentes de células activadas, apoptoéticas o necréticas, este
proceso es dependiente de Ca® y esta regulado por la actividad de TMEM16F.
TMEM16F es un canal cati6nico activado por Ca® qgue regula los niveles de Ca®*, y
por lo tanto afecta la codificacién de la fosfatidilserina en las plaquetas durante la
coagulacion. Tanto deleciones homocigotas como heterocigotas del gen TMEM16F y
mutaciones sin sentido han sido identificadas en pacientes con sindrome de Scott*!
402 E| sindrome de Scott es un trastorno hemorragico extremadamente raro que se
caracteriza por defectos en la externalizacién de la fosfatidilserina inducida por la
activaciéon de las plaquetas y el posterior deterioro de la generacion de la trombina
inducida por el factor tisular, ademas del desprendimiento de microparticulas pro-
coagulantes por las plaquetas4°3. Modelos murinos deficientes en Tmem16f
recapitulan los defectos plaquetarios asociados a Tmem16f y su papel critico en la
funcion de las plaguetas 404,

La figura 32 recapitula los trastornos plaguetarios que afectan a los receptores y
componentes de la superficie de las plaguetas.

GP6

Defective response to collagen TMEM16F
ITGA2B,ITGB3 \ Scott syndrome:
Glanzmann thrombasthenia:  cpas VI _ FcRy decreased

no aggregation with CD9 thrombin formation

natural agonists
~N

allbp3

SNPs control density
N 2Bt

P2RXI
Altered modulation of

GPIB, GPIBB, GP9
165" Bernard-Soulier
lbe.  Syndrome:
lack of adhesion to VWF
and abnormal response
to thrombin

P2RY12,TBXA2R

Altered response to stimuli: ADP GPIBA

TXA,; may also include adrenaline... Platelet-type VWD:
spontaneous binding
of VWF to GP Iba

+ VWD2B with spontaneous binding of
mutated VWF to GPlbo

Figura 32. Esquema representativo de las alteraciones o mutaciones de los componentes de la
superficie de las plaquetas que causan desordenes plaquetarios. Estos desordenes plaquetarios son
ocasionados por defectos en la adhesion, en las vias de sefializacion, en la agregacion y en la actividad

pro-coagulante de las plaquetas4°5.
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Diversos trastornos plagquetarios congénitos son causados por deficiencias cualitativas
y cuantitativas que afectan a los granulos intracelulares (a, 8, o raramente a ambos).
Los pacientes con estas afecciones presentan diatesis hemorrdgica moderada y
anormalidades variables en las respuestas de agregacion plaquetaria a bajas dosis de
diferentes agonistassm. Podemos clasificarlos en varios tipos segun afecten a los
granulos a o &:

1. Defectos asociados a los a-granulos

Los granulos a son los organulos plaquetarios mas abundantes y la liberacidén proteica
de estos desencadena la adhesién de las plaquetas, la hemostasia y la cicatrizacion
de la herida. Entre los defectos plaquetarios que afectan a los granulos a, los mas
estudiados son:

= Sindrome de plaquetas grises. Es un desorden congénito que provoca defectos
en la funcién plaquetaria, debido a la biogénesis defectuosa de los a-granulos,
lo que ocasiona problemas de almacenaje y empaquetado proteico. Los
pacientes presentan sangrados de leves a moderados, trombocitopenia con
plaquetas grandes y palidas, mielofibrosis y, en algunos casos,
esplenomegalia. En 2011, estudios de secuenciacién en tres grupos
independientes condujeron a la identificacion de mutaciones en el gen NBEAL2
como las causantes del sindrome de plaquetas grises, autosémico recesivo*®®
408 gin embargo, las mutaciones en NBEALZ no pueden explicar todos los
casos de sindrome de plaquetas grises. El grupo del Dr. Monteferraio identificd
anos después una mutaciéon sin sentido en el gen GF/1B como responsable de
una forma autosémica dominante del sindrome de plaquetas grises junto con
defectos en los glébulos rojos4°9. Se ha reportado un caso de sindrome de
plaquetas grises ligado al cromosoma X a causa de una mutacion atipica en
GATAT1, tanto para esta mutacién como para otras relacionadas con GATA1 los
pacientes también presentan anemia diseritropoyética, un hallazgo no
caracteristico de este sindrome que presenta esta familia ademas de la
sintomatologia propia de esta enfermedad*'®.

= Sindrome de plaquetas Quebec. Es un trastorno hemorragico, autosémico
dominante con alta penetrancia y casi exclusivo de familias franco-
canadienses. El hecho de que el sangrado responda a los inhibidores
fibrinoliticos en lugar de a las transfusiones de plaquetas condujo al
descubrimiento de que los granulos a de los pacientes poseian grandes
cantidades inusuales del activador plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA), una
proteina que se secreta tras la activacion plaquetaria y conlleva a la generacion
excesiva de plasmina y la protedlisis anormal de otras proteinas, como VWF o
P selectina, entre otras*'"™'% Los pacientes presentan deficiencias en la
agregacion plaquetaria, y a veces trombocitopenia. Este sindrome esté
causado por una mutacion en el gen PLAU que codifica para uPA, cuyos
niveles de ARNm se incrementan durante la diferenciacion a megacariocitos‘”s.
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2. Defectos asociados a los granulos &

Las enfermedades que afectan a la secrecion de granulos & conducen a defectos de
agregacion plaquetaria y diatesis hemorragicas. Cuando se asocian con defectos en
otros organulos relacionados con el lisosoma, conllevan caracteristicas fenotipicas
claras. Se clasifican en tres tipos de trastornos plaquetarios, que ademas incluyen falta

381

de pigmentacién en piel y cabello™ .

Sindrome de Hermansky-Pudlak. Es un trastorno autosémico recesivo
caracterizado por albinismo Oculo-cutaneo y un desarrollo deteriorado de los
organulos relacionados con el lisosoma, acompanado de trastornos
intestinales®'. Es una enfermedad con una base molecular muy heterogénea,
con la implicacion de hasta nueve genes diferentes (HPS1-HPS9) que
aparecen mutados en este sindrome y diferentes proteinas que interactian
entre si formando complejos (BLOCH -BLOCS)414'416.

Sindrome de Chediak-Higashi. Es un trastorno hemorragico, autosémico
recesivo caracterizado por la deficiencia de granulos &, la presencia de
granulos lisosomales gigantes, albinismo 6éculo-cutdneo y la inclusion de
cuerpos en neutréfilos y otras células®’. Los nifios presentan infecciones
bastantes graves, que pueden ocasionarles la muerte. En fase acelerada, suele
aparecer linfohistiocitosis en el 85% de los pacientes, con una proliferacion
descontrolada de linfocitos y una disfuncién neurolégica progresiva en caso de
que el paciente sobreviva hasta la edad adulta. Este sindrome se debe
exclusivamente a mutaciones en el gen LYST/CHS1, que codifica la proteina

LYST, un regulador de la biogénesis de los organulos y del trafico lisosomal*'”"
418

Sindrome de Griscelli. Es una enfermedad rara, también autosémica recesiva,
cuyos pacientes pertenecen a varios subtipos presentando albinismo parcial y
cabello plateado, defectos neurolégicos y/o linfohistiocitosis. La principal
dificultad clinica es que se trata de un sindrome hemofagocitico mortal,
causado por la activacion inapropiada de las células linfoides y la liberacién de
citosinas. Esta causada por mutaciones en los genes que codifican la miosina
Va (tipo ), Rab27a (tipo Il) y la melanofilina (tipo IIl). Solo las mutaciones en
Rab27a estan asociadas a inmunodeficiencias*'®*?°,

Ademas, encontramos defectos asociados al citoesqueleto de las plaquetas. Podemos

381,

clasificarlos en tres tipos segun el constituyente celular que se vea afectado™ ':

Sindrome de Wiscott-Aldrich. Es una enfermedad recesiva ligada al
cromosoma X, combina trombocitopenia y plaquetas pequefias con eccemas,
infecciones recurrentes debido a una deficiencia inmunoldgica y un mayor
riesgo de presentar otros trastornos autoinmunes. Se debe a defectos
genéticos en WAS que resultan en la disminucién de la expresion de su
proteina WASP o a su ausencia. WASP es un regulador clave de la
polimerizacién de actina en las células hematopoyéticas y esta involucrado en
la transduccién de senales hematopoyéticas. La falta de WASP compromete
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multiples aspectos de la actividad celular normal, incluida la proliferacion, la
fagocitosis, la formacién de sinapsis inmune, la adhesion y la migracion
dirigida421'422. También conduce a la formacion prematura de pro-plaquetas en
la médula 6sea, donde la falta de podosomas ricos en actina ralentiza la

migracion de los megacariocitos al nicho vascular*®®,

= Desorden asociado a miosina 9 (MYH9). Es una enfermedad autosémica
dominante causada por mutaciones en la MYH9 y caracterizada por presentar
macrotrombocitopenia asociada con multiples variaciones fenotipicas que
incluyen nefritis, hipoacusia neurosensorial y cataratas*®*. Las deficiencias en
MYH9 ralentizan la migracion de los megacariocitos hacia los sinusoides, asi

como la formacién de pro—plaquetas425.

= Trastorno asociado a filamina A (FLNA). Es un desorden autosémico
dominante ligado al cromosoma X, causado por mutaciones en el gen FLNA
que codifica la proteina del citoesqueleto FLNA, se caracteriza por presentar
heterotopia nodular periventricular426. Significativamente, FLNA tiene un sitio
de unién a GPlba y ayuda a mantener la estabilidad del trombo en una
lesion*?’.  Modelos de raton deficientes en Flna confirmaron una
megacariocitopoyesis defectuosa con problemas de sefalizacién y una

reducida acumulacion de plaquetas428.

También, podemos encontrar defectos que involucran a proteinas asociadas a la
integrina, como es el caso del sindrome de deficiencia de adhesion leucocitaria |l
(LAD-III, del inglés Leukocyte Adhesion Deficiency) que se caracteriza por sangrados
severos asociados a un incremento de infecciones y mala cicatrizacion. Las
infecciones varian desde neumonia bacteriana y septicemia temprana hasta
enfermedad fungica. Las caracteristicas clinicas son bastantes complejas con
disfuncion de linfocitos, neutréfilos e integrinas plaquetarias debido a mutaciones en el
gen KINDLIN-3 que inhiben la activaciébn de la integrina, aunque permiten su
expresién429.

También, son de gran interés las proteinas que estan implicadas en las principales
vias de sefalizacion de las plaquetas y que provocan patologias pIaquetariassm. Se
han reportado defectos en las proteinas G. La mayoria de los estimulos externos
dependen del receptor acoplado a la proteina G, que induce la activacién y agregacion
plaquetaria. Los defectos asociados a las proteinas G causan sangrados severos por
problemas en la expresién de Gia y Gsa, ligandos del receptor de la proteina G+,
Entre los defectos plaquetarios que involucran a las vias de sefalizacion, encontramos
mutaciones que afectan a determinados TF importantes para el desarrollo de las
plaquetas, como RUNX1. Mutaciones en el gen CBFAZ2 conducen a una reducida
expresion proteica de RUNX1 y por tanto conlleva a alteraciones en el desarrollo de
los megacariocitos431. Cabe destacar que la haplodeficiencia de CBFAZ2 causa
FPDMM*®. Este desorden plaquetario sera desarrollado en mayor profundidad en el
siguiente apartado.
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Ademas, podemos encontrar otros defectos plaquetarios que afectan al metabolismo
de las plaquetas, provocando problemas de almacenaje de glucégeno o de produccién
de ATP o aquellos que afectan a determinadas enzimas plaquetarias381.

La figura 33 muestra los principales trastornos que afectan a los organulos
intracelulares y a las proteinas citosoélicas de las plaquetas.

a-GRANULES:
Gray platelet syndrome
ARC syndrome (VPS338B)

INTEGRIN-ASSOCIATED e
PLA licat
PROTEINS ao'tg?g;f)platelel syndrome (PLAU duplication)
LAD-IIl syndrome (KINDLIN3) METABOLISM:
Glycogen storage disease

Production of ATP

allbB3

ENZYMES:
TXAp synthetase (TXAS)
Cyclooxygenase aSp1
Lipoxygenase
SIGNALING PATHWAYS:
o281 G-proteins (G, Gary)
g Phospholipases*
Phosphorylations*
Chediak-Higashi syndrome (LYST) CYTOSKELETON: D; Zagﬂﬂm:' gfﬁﬁ) may
iscelli MYH9-related disorders 34 . ;
Srcic:) i syndrome (MYOS5A,RAB274, FINA-related disorders :ave B::;g:‘ple effects on protein
$SPD Wiskott-Aldrich syndrome(WASP)  B"

Figura 33. Esquema representativo los trastornos plaquetarios debidos a defectos en los
organulos intracelulares y en las proteinas citosolicas de las plaquetas. Son causados por defectos
en el metabolismo, en los granulos a, 8, componentes del citoesqueleto, enzimas y proteinas implicadas

. L . . . 405
en las vias de sefalizacion y asociadas a las integrinas ™.

3.8.1. Trastorno plaguetario familiar con neoplasia mieloide asociada (FPDMM)

El trastorno plaquetario familiar con neoplasia mieloide asociada (FPDMM) o también
conocido como trastorno plaquetario familiar con predisposicién a leucemia mieloide
aguda (FDP/AML, del inglés Familial Platelet Disorder with predisposition to Acute
Myeloid Leukemia) (OMIM #601399) es una enfermedad rara hereditaria, causada por
mutaciones heterozigotas en el gen RUNX 7381432

En 1969, se describieron por primera vez los sintomas asociados a FPDMM en varios
miembros de una familia multigeneracional433. En 1985, el grupo del Dr. Dowton
describié un gran pedigri con un trastorno plaquetario familiar autosémico dominante
asociado con el desarrollo de leucemia mieloide aguda434. Anos mas tarde, en 1996,
se observd que el cromosoma 21 (21922.1-22.2) estaba asociado a esta
enfermedad*®®, hasta que en 1999 se identifico al gen RUNX1 como el causante del
FPDMM*,

Esta enfermedad se caracteriza por presentar trombocitopenia con un recuento
plaquetario de leve a moderado, funcidbn anormal plaquetaria y predisposicion a
desarrollar otros trastornos plaquetarios o neoplasias mieloides como MDS o AML, o
leucemias linfoides como T-ALL. La severidad de los sintomas varia entre los
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pacientes, pudiendo presentar hematomas, sangrados prolongados 0 excesivos
después de algunos procedimientos o cirugia, sangrado menstrual abundante,
sangrado de las encias y pequefias manchas rojas en la piel (petequias). Todos los
pacientes con FPDMM presentan un riesgo del 20-60% de desarrollar MDS y/o AML.
Los sintomas de MDS o AML pueden incluir fatiga, debilidad, hematomas, sangrado,
fiebre, dificultad para respirar o infecciones frecuentes**® 47,

Hasta 2017, se habian identificado 40 mutaciones en RUNX1 que ocasionan FPDMM
(Tabla 3.8.1.1). Las mutaciones identificadas se localizan en el RHD, lo que conduce a
la interrupcion de la capacidad de union al ADN. Aunque la incidencia es menos
comun, también se han reportado mutaciones en la regién C-terminal*® y deleciones
intragénicas en muy pocas familias como causantes de esta enfermedad®®*%°. La
mayoria de las mutaciones de RUNX7 causan haploinsuficiencia432, mientras que
otras mutaciones actuan de manera dominante negativa441'442. Se ha sugerido que las
mutaciones con efectos dominantes negativos se asocian con una alta frecuencia de
progresién de la leucemia en comparacion con las mutaciones que ocasionan

haploinsuficiencia441.

Tabla 3.8.1.1. Variantes de RUNX1 que causan FPDMM que han sido identificadas hasta el afo
2017. Adaptada de Morgan and Daly443.

Genomic variation Protein effect Variation type
c.16 G>A p.D6N Missense
¢.82dup888 p-A28GfsX83 Insertion
c.236 G>A p-W79X Nonsense
c.239 G>A p-R8OH Missense
c.247 A>G p-K83E Missense
¢.270+1G>T Splicing
¢.271-1G>T Splicing
€295 G>C p.D9SH Missense
c319G>C p.A107P Missense
c.322 G>A p.G108S Missense
¢.361_368delACCGCAGC p.T121HfsX9 Deletion
c.386 C>A p-Al129E Missense
c415 C>T p-R139X Nonsense
c416 G>A p-R139Q Missense
c.426delA p-Serl45AfsX4 Deletion
c427 G>A p.G143R Missense
c427+1G>T Splicing
c.428+3delA p-R135(sX177 Splicing
¢.505 A>G p.T1I69A Missense
¢.506 C>G p.T169R Missense
¢.511 G>T p.D171Y Missense
¢.512 AST p.D171V Missense
¢.520 C>T p-R174X Nonsense
c.521 G>A p-R174Q Missense
€529 C>T pR177X Nonsense
c.530 G>A p.R177Q Missense
c.568 G>A p.G190R Missense
¢.654delC p.T219RfsX8 Deletion
¢.703 C>T p.Q235X Nonsense
¢.707delC p.P236L{sX48 Deletion
c.780 C>A p-Y260X Nonsense
¢.786delA p-S263PfsX21 Deletion
¢.877 C>T p-R293X Nonsense
¢.906delG p-F3038£sX264 Deletion
¢.918_922dup p-Q308RfsX261 Insertion
¢.1007_1013delGCATCGG p.G336AfsX229 Deletion
c.1011delC pI337MfsX230 Deletion

¢.1082 C>A p.S361X Nonsense
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Aproximadamente la mitad de los individuos con mutaciones en la linea germinal en
las familias desarrollan neoplasias hematolégicas a lo largo de su vida con una
latencia prolongada. Esta evidencia clinica indica claramente que se requieren eventos
genéticos adicionales para la transformacion de la enfermedad. Se han identificado
mutaciones somaticas en el gen CDC25C en mas de la mitad de los pacientes de
Japén con FPDMM. La mutacion en CDC25C se considera un evento genético
temprano que genera clones pre-leucémicos. Esto podria permitir la adquisicién de
eventos genéticos posteriores, lo que resulta en una progresion de la leucemia***. Se
han identificado mutaciones en el gen TET2 o un cromosoma 21 anormal que presenta
una delecién en el locus RUNX1, lo que resulta en la generacion de clones pre-

leucémicos. Estos pacientes, adquieren mutaciones adicionales que desencadenan en
MDS40. 445-446

Por otra parte, se ha reportado una alta frecuencia de mutaciones bialélicas en RUNX1
en pacientes con FPDMM?™3 437447 Ademas de estas mutaciones aparecen una gran
variedad de mutaciones adicionales que desarrollan AML*,

La figura 34 muestra un esquema representativo de las mutaciones que ocasionan
leucemias en pacientes con FPDMM.

Sl..lbclonal mutations o [o ..\\
i.e.; CDC25C mut, o [o ® ° ;»-\ Overt
Biallelic RUNX1 mut, | %; ©.°\ Hematopoietic
Heterozygous TET2 mut, etc. (o o\> 0\.>/ '\/ Neoplasms
- \ e ——
RUNXT NELSSEE )
Germline oY (20-60%)
mutations ,,)‘ /O \/ g/
"\/'\\ b/ \\ 4 Platelet defect
\\ ) Clonal Pre-Leukemic (or Asymptomatic)
Hematopoiesis Clones
> (Age)

Figura 34. Mutaciones adicionales en pacientes con FPDMM que desarrollan leucemias. Se han
identificado mutaciones en CDC25C, en TET2, haploinsuficiencias en RUNX1 o mutaciones bialélicas en
RUNX1 que acompanadas de mutaciones adicionales desencadenan leucemias**®

Se han disefiado modelos animales de ratén o pez cebra de FPDMM, pero no logran
recapitular todos los defectos que se dan en pacientes, ya que no presentan
megacariopoyesis anormal ni desarrollan leucemias*****°. Debido a esta problematica
surge la necesidad de generar modelos humanos de FPDMM que sean eficientes para
poder estudiar la biologia de esta enfermedad y conseguir una posible terapia para
dichos pacientes. Recientemente, se han obtenido grandes avances en la
investigacion de esta enfermedad gracias al empleo de hiPSC derivadas de pacientes.
En 2014, se establecieron las primeras hiPSC de pacientes con FPDMM, y ademas se
lograron rescatar los defectos en la diferenciacion megacariocitica in vitro que
presentaban estds lineas celulares mediante la sobre-expresion del gen silvestre
RUNX1%1,
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Posteriormente, se establecieron otras lineas hiPSC de pacientes con FPDMM, que
lograron recuperar una megacariopoyesis normal mediante la edicion génica del gen
RUNX1 mutado®?*%3, Un dltimo estudio sobre hiPSC de FPDMM corregidas por
terapia génica identifica a NOTCH4 como un gen diana de RUNX1. RUNXT1 regula
negativamente a NOTCH4, por lo que demuestran que la inactivacion de NOTCH4 por
CRISPR-Cas9 potencia la megacariopoyesis en FPDMM-iPSC**.

3.8.2. Sindrome de Bernard-Soulier (BSS)

BSS (OMIM # 231200), es un trastorno autosémico recesivo raro, caracterizado por
presentar plaquetas de mayor tamano, trombocitopenia severa y baja capacidad de
adhesion a coldgeno. Posee una prevalencia de menos de 1 paciente por cada millon
de habitantes. Esta causado por mutaciones en los genes GP1BA, GP1BB o GP9 que
codifican los componentes del complejo glicoproteico GPIlb-IX-V localizado en la
membrana plasmatica de megacariocitos y plaquetas455'456.

En 1948, el Dr. Bernard y el Dr. Soulier describieron un trastorno hemorragico
congénito en pacientes que presentaban plaquetas inusualmente grandes y un grado
moderado de trombocitopenia con un prolongado tiempo de sangrado457. Mas
adelante, en 1963 y 1967 se reportaron casos con la misma trombopatia congénita458'
9 En 1974, se observo que la falta de union del vVWF a las plaquetas podria estar
implicada en el BSS al reducirse la adhesion plaquetaria a la zona de la lesién
vascular en estos pacientes46°. En 1975, el Dr. Nurden y el Dr. Caen demostraron que
las plaquetas de los pacientes con BSS carecian de un complejo glicoproteico
presente en su membrana*®’. Posteriormente, se identificaron las subunidades de este
complejo (GPIlb-1X-V) como las responsables de la enfermedad*®? 3,

3.8.2.1. Estructura y funcién del complejo glicoproteico GPlb-IX-V

El complejo proteico GPIb-IX-V es esencial en las funciones de hemostasis y
trombosis, permitiendo la union del VWF que media la adhesion de las plaquetas al
endotelio vascular cuando ocurre una lesion. Ademas, desempefia un papel muy
importante en el mantenimiento de la forma plaquetaria464. Esta compuesto por cuatro
subunidades proteicas, GPIba, GPIbB, GPIX y GPV distribuidas en una relacidén
2:4:2:1, respectivamente465. Todas las subunidades presentan regiones ricas en
leucina en el dominio extra-celular N-terminal, una regién transmembrana y un dominio
citoplasmatico C-terminal. El dominio N-terminal de la subunidad GPIba, ademas de su
papel principal en la union al vVWF, presenta una region de uniéon a multiples ligandos
que regulan la interaccién de las plaguetas con la matriz extracelular y otros tipos
celulares en trombosis o inflamacion del tejido466'467. Otros ligandos que se unen a
este dominio son la P-selectina que se expresa en las plaquetas y células endoteliales
activadas*®® y la integrina amB2 (también conocida como Mac-1 o CD11b/CD18)469.
Estas dos interacciones son fundamentales para la comunicacion cruzada entre las

plaquetas y los leucocitos, tanto en la trombosis como en la respuesta inflamatoria*®.
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El complejo GPIb-IX-V también es un receptor clave en la mediacion de la coagulacion
dependiente de plaquetas, particularmente con respecto a la via intrinseca de la
coagulacion, por lo que presenta sitios de unién en el dominio N-terminal de GPIba
para el quinindbgeno de alto peso molecular, los factores XI, XIl y la a-trombina®®*
(Figura 35).

: Major ligand-binding domain of GPIb-IX-V
1 von Willebrand factor
» Thrombospondin

Leu-rich
repeats

. P-selectin GPV
. A voop
Disulphide ' Thrombin
bonds \ Factor XI, XII

»  HMW kininogen

Sulfo-Tyr

Sialomucin

Figura 35. Estructura del complejo proteico GPIb-IX-V localizado en la membrana plasmatica de

megacariocitos y plaquetas. Esta compuesto por la subunidad GPla unida por enlaces disulfuro a las

subunidades GPIb y de forma no covalente a las subunidades GPIX y GPV*®,

El complejo GPIb-IX-V también desempefa un papel en el mantenimiento de la forma
de las plaquetas al unir la superficie plaquetaria a una red sub-membranosa de
filamentos de actina. Esto implica la porcion central de la cola citoplasmatica de
GPlba, particularmente Phe568 y Trp570, que proporciona un sitio de union para la
proteina asociada a la actina, la FLNA**. Otras proteinas se unen a la cara
citoplasmatica de GPIb-IX-V, ya sea directa o indirectamente, como la calmodulina o la
proteina de ensamblaje, asi como otras proteinas potencialmente involucradas en la
propagacion de sefales tras la union del complejo GPIb-IX-V al VWF*4 471 Guando el
VWF se une al complejo se inicia la cascada de sefializacién que activa a la integrina
allbB3/GPlIb-llla y la agregacién plaquetaria. Se ha identificado a la proteina de

sefalizacibn mas préxima al receptor, Lyn, perteneciente a la familia de quinasas
Srci72:473
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3.8.2.2. Fenotipo de BSS

BSS es caracterizado clinicamente por antecedentes de epistaxis (hemorragias
nasales), sangrado gingival y cutaneo, y hemorragia post-trauma. En las mujeres
también se puede asociar con menorragia severa (flujo menstrual abundante). La
presentacion clinica incluye un tiempo de sangrado prolongado en piel,
trombocitopenia y plaquetas grandes. Con frecuencia, los casos de BSS se
diagnostican errobneamente como purpura trombocitopénica idiopatica, en ausencia de
investigacion clinica adicional. Las plaquetas de pacientes con BSS se caracterizan
por una deficiente aglutinacion plaquetaria474. Una excepcién interesante es la variante
Bolzano, que involucra una mutacién en la cual las plaquetas expresan niveles
esencialmente normales del complejo GPIb-IX-V, sin embargo, el complejo es
disfuncional y no puede unirse al VWF*7®,

Ademas, las plaquetas de estos pacientes muestran defectos funcionales adicionales
que incluyen una mayor deformacién de la membrana, una respuesta de agregacion
plaquetaria deficiente y baja capacidad para generar trombina durante la coagulacién.
Las plaquetas de gran tamarno y el bajo recuento plaquetario se deben presuntamente
a la ausencia de GPlba y el sitio de union de la FLNA, que une el complejo GPIb-I1X-V
con el esqueleto de la membrana plaquetaria. En ratones también se han detectado
estos sintomas en ausencia de GPIba*’®. La ausencia de la interaccion normal de
GPlba con la FLNA también parece ser la causa del aumento de la deformacion de la
membrana de las plaquetas de pacientes con BSS*"”.

El recuento plaquetario suele variar entre 20-140x10%/L en pacientes con BSS debido
a la presencia de plaquetas de gran tamano. Los andlisis de plaquetas por citometria
de flujo son caracteristicos de estos pacientes, muestran una unién normal a los
anticuerpos CD41 (GPIIb) y CD61 (GPllla), en cambio la unién a los anticuerpos
CD42a (GPIX), CD42b (GPIba), CD42¢c (GPIbB) y CD42d (GPV) es defectuosa*’®,

3.8.2.3. Genotipo de BSS

Se ha descrito una gran cantidad de mutaciones en GP1BA, GP1BB y GP9 que son
causantes del BSS. En cambio, no se han reportado mutaciones en GP5 causantes de
BSS. Ademas, la presencia de GPV no se requiere para la expresion de las otras
subunidades del complejo GPIb-I1X-V464 479,

En 1990, se descubri6 la primera mutacion responsable de uno de los casos de BSS,
una mutacién homocigota asociada al gen GP1BA*Y. En 1993, se identificaron
mutaciones heterocigotas en el gen GP9 en una familia con BSS®!. En 1996, se
reportd una mutacion en el promotor de GP1BB de un paciente con BSS*2. Desde
entonces, se han identificado una gran variedad de mutaciones que afectan a los
genes GP1BA, GP1BBy GP9. Hasta el afio 2017, tenemos constancia de 45 variantes
bialélicas que afectan al gen GP1BA, 39 que afectan al gen GP1BB y 28 que afectan
al gen GP9Y. La variante monoalélica mas frecuente del gen GP1BA es la variante
Bolzano, mencionada anteriormente, caracterizada por presentar una trombocitopenia
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moderada y un incremento del volumen plaquetario, con o sin sintomas de
sangrado475’ 483,

La mayoria de los pacientes con BSS exhiben una herencia autosémica recesiva, pero
en algunos casos el BSS puede ser autosomico dominante. Se han identificado
variantes monoalélicas del BSS que afectan a GP1BB y se asocian con una
macrotombocitopenia autosémica dominante*®. Mas recientemente, se han
identificado dos mutaciones que afectan al gen GP9, aunque de momento no se
conocen bien sus efectos, si se sabe que presentan una expresion reducida del
complejo GPIb-IX-V y plaquetas de gran tamario*®.

Entre las distintas variantes, las mas frecuentes son las mutaciones sin sentido, con
cambio de sentido o cambio en la pauta de lectura. Las mutaciones sin sentido
(nonsense mutation) o las que provocan cambios en el marco de lectura (frameshift
mutation) provocan un acortamiento o una alteracion significativa de la subunidad
GPIb-1X con respecto a la secuencia nativa, ello conlleva una pérdida de la integridad
estructural del complejo. Dado que el dominio extracelular y transmembrana participan
en el ensamblaje de las subunidades GPIb-IX, todas las mutaciones sin sentido o de
cambios en el marco de lectura se restringen a estos dominios**®*¢”_ En cambio, las
mutaciones con cambio de sentido (missense mutation) impiden el ensamblaje de las
subunidades GPIb-IX a través de dos mecanismos distintos, pero relacionados.
Primero, la mutacién puede desestabilizar el dominio LRR, que posee zonas criticas
para la integridad estructural del complejo. Por tanto, se alteran los residuos Cys que
forman parte de los enlaces disulfuro o se agregan residuos Cys adicionales a las
regiones N-terminal y C-terminal, interfiriendo en los enlaces disulfuro®48°.

Ademas, se han encontrado mutaciones que eliminan cadenas hidrofébicas grandes o
agregan cadenas polares al interior del dominio LRR con un resultado disruptivo del
complejo. Para determinar experimentalmente el efecto de una mutacion en el
plegamiento del dominio LRR, es necesario expresar este dominio mutante en células
transfectadas y analizar su expresién, secrecién y formacion de enlaces disulfuro
intramoleculares****°'. Esto solo es aplicable para mutaciones en los dominios LRR
de GPlba y GPIbB, ya que el dominio extracelular GPIX no se puede expresar de

forma aislada*®'.

La figura 36 muestra un esquema representativo de las variantes del BSS asociadas a
las subunidades GPlba, GPIbB y GPIX del complejo glicoproteico GPIb-IX-V.



INTRODUCCION
Megacariopoyesis y Trombopoyesis

1o M7
@ L7P

® L78R -~ ©,
@ A%P V31111316l @ @
M s @
ENUT'PISTs @ @
P’ @ ® :
POOR LIG3s @ L.t
s420s @

®®F71sIC

@ L139P
" ® L145P
@ C8ay

® ® Y950/C
R97C
D102_P105del
® C113y

Y131$ LaTOs @ e

A139P S436'1s © @

L1are Ed80ls @

o ® C1478 -

L53s @

® Q154H Y534t @ @
® Lis7p w540 @

N1B5_E197del
L195del

A156fs/L1571s ® @)
Hisds @) ® w2216

Q587" @

Signal peptide
LRRNT
LRRNT # LRR1
LRR

LRRCT

&2 VNTR
Transmembrane

@ Missense
In-frame deletion
@ Nonsense

@ Frameshift GPlba

Cytoplasmic

Figura 36. Mutaciones identificadas en los genes GP1BA, GP1BB y GP9 responsables del BSS™2

Hasta la fecha, se han generado varios modelos de raton de BSS para intentar
recapitular los defectos ocasionados en los pacientes con BSS. El primer modelo
murino de BSS se establecio en el 2000 y se consiguio el rescate fenotipico mediante
la sustitucion del gen mutado Gp7ba murino por el gen silvestre humano utilizando
terapia génica493. Posteriormente, en 2004 se generd otro modelo murino de BSS por
la delecién de Gp1bb para comprobar la correlacion con las mutaciones en GPIbB en
humanos*®*. Mas recientemente, se han generado modelos murinos de BSS que han
sido rescatados fenotipicamente por terapia génica, mediante lentivirus que expresan
GPIba humano (hGPIba)495, usando radiacién letal condicionada y seguida de una
transferencia génica por lentivirus que expresan hGPlba*® y por transferencia
lentiviral expresando hGPIbB497. Sin embargo, aunque los modelos murinos aporten
datos relevantes en el estudio de esta enfermedad genética, es necesario generar
modelos humanos ya que la genética humana es mucho mas compleja que la del
raton y ademas, los modelos humanos pueden ser usados para probar farmacos
disefiados especificamente para tratar a pacientes con BSS. Recientemente, se han
generado hiPSC de pacientes de BSS con deficiencias en los genes GP1BAy GP1BB
y ademas, se han rescatado fenotipicamente por lentivirus que expresan los genes
silvestres*®®. En nuestro laboratorio, hemos generado varios modelos humanos de
hiPSC de pacientes del BSS con diferentes mutaciones en el gen GPI*°eE,
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La obtencion de hPSC a partir de embriones humanos o de células adultas
reprogramadas ha hecho posible el estudio del desarrollo embrionario humano vy el
conocimiento de la evolucion de diversas enfermedades gracias a sus caracteristicas
de auto-renovacién, crecimiento ilimitado in vitro y diferenciacion a cualquier linaje
celular. Por tanto, suponen un modelo ideal para el estudio de los mecanismos
moleculares subyacentes a procesos de especificacidn embrionaria, con grandes
implicaciones en biologia del desarrollo, modelos de enfermedad y medicina
regenerativa.

Los mecanismos moleculares que orquestan la regulacion del sistema hematopoyético
han sido muy estudiados en modelos animales. Existen numerosas rutas de
sefalizacién y factores de transcripcion que juegan distintos papeles en el desarrollo
hematopoyético, pero en humanos aun existe un gran desconocimiento sobre la
funcion de estos factores. Ademas, la comprension de la regulacion del nicho de la
médula ésea que alberga a las células madre hematopoyéticas es de gran importancia
para conocer la biologia y el desarrollo de las células hematopoyéticas, en especial la
formacién de megacariocitos y plaquetas.

Por todo lo anterior, la hipétesis de nuestro estudio se basa en el empleo de hPSC
como una herramienta ideal para el estudio del desarrollo de la hematopoyesis y la
generacion de células hematopoyéticas humanas de manera ilimitada para su uso en
clinica, en especial células de linaje megacariocitico como terapia celular sustitutiva en
pacientes con trastornos plaquetarios.

En este trabajo hemos centrado nuestro interés en dos factores transcripcionales
esenciales durante el desarrollo hematopoyético y megacariocitico. El primero de ellos
es RUNX1, que posee un papel critico en la hematopoyesis embrionaria de ratén, y
consecuentemente deberia mantener esta relevancia en la hematopoyesis humana.
Consideramos que la expresion de RUNX1 potenciara la diferenciacion
hematopoyética de hPSC.

La megacariopoyesis y trombopoyesis se desarrollan en un ambiente hipoxico en
médula ésea, por tanto consideramos que la hipoxia inducird una mayor produccion de
células de linaje megacariocitico. Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que
el factor transcripcional SCL es esencial en la hematopoyesis y megacariopoyesis
humana. Planteamos que la expresién de SCL junto con la hipoxia incrementara la
diferenciacién megacariocitica in vitro de hPSC.

Asimismo, la generacién de modelos humanos de enfermedades hematopoyéticas es
de gran importancia para estudiar la biologia, el desarrollo de dichas enfermedades y
el disefio de nuevas herramientas terapéuticas. Consideramos que las hPSC son un
modelo ideal para la generacion de modelos humanos de trastornos plaquetarios como
FPDMM y BSS. Ademas, nos permitirdn evaluar el rescate genético de estos
sindromes mediante terapia génica y su validacion funcional o fenotipica mediante la
diferenciacién megacariocitica in vitro.
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OBIJETIVOS

Proponemos 3 objetivos especificos a desarrollar en este proyecto:

1. Estudiar el papel de RUNX1 en el desarrollo de la hematopoyesis humana
empleando hPSC como modelo de estudio.

= Analizar la funcion de las isoformas del gen RUNX1 durante la
diferenciacién hematopoyética de hPSC.

2. Optimizar la generacién de células hematopoyéticas de linaje megacariocitico
mimetizando el ambiente fisiolégico de médula 6sea empleando hPSC.

= Estudiar el efecto de la hipoxia en la diferenciacién megacariocitica de
hPSC.

» Analizar el efecto combinado de la hipoxia y la sobre-expresion del
factor de transcripcion SCL en la diferenciacién megacariocitica de
hPSC.

3. Generar y validar modelos humanos de enfermedades hematopoyéticas a
partir de hPSC.

= Generar un modelo humano del Trastorno plaquetario familiar con
neoplasia mieloide asociada (FPDMM).

= Validar el rescate génico del modelo humano del Sindrome de Bernard-
Soulier (BSS) previamente generado por células primarias de pacientes
de dicha enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS
El papel de las isoformas de RUNX1 en la hematopoyesis

Objetivo 1. Estudiar el papel de RUNX1 en el desarrollo de la hematopoyesis
humana empleando hPSC como modelo de estudio.

Para analizar la funcion de las isoformas del gen RUNX171 durante la
diferenciacion hematopoyética se lleva a cabo la siguiente metodologia.

1.1. Cultivo de lineas hiPSC

Las lineas hiPSC, PBMC1-iPS4F1-EV/iPS4F1-EV, PBMC1-iPS4F1-RUNX1a/ iPS4F1-
RUNX1a, PBMC1-iPS4F1-RUNX1b/ iPS4F1-RUNX1b y PBMC1-iPS4F1 RUNX1c/
iPS4F1-RUNX1c fueron cultivadas en frascos T25 cubiertos con Matrigel (BD
Bioscience) a una dilucion 1:20 en KO-DMEM (Life Technologies) usando el medio de
crecimiento esencial 8 (E8)499. Las lineas celulares se sub-cultivaron semanalmente
con una confluencia del 80% mediante disociacion celular con PBS-EDTA 0.5mM (Life
Technologies).

1.2. Estrategia de clonaje, vectores lentivirales y transduccion

Las lineas celulares iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c fueron obtenidas mediante la transduccion lentiviral de la linea original
PBMC1-iPS4F1°%° y clonadas en el vector pRRL-EF1a-eGFP-PGK-NEO
(generosamente provisto por el Profesor Trono. Lausanne, Suiza), previamente
cortado en los sitios Pmel. Basado en un backbone pRRLsm, el vector carece de
actividad promotora y de enhancer en su 3’ LTR (del inglés, Long Terminal Repeat)
eliminando el riesgo de activacién de oncogenes, por lo que da lugar a su auto-
inactivacion. La extension central de poli-purinas aumenta la eficiencia de
transduccién, facilitando la importacién nuclear.

EF1a es el promotor del factor de elongacion 1a, un promotor constitutivo de origen
humano utilizado para dirigir la expresion ectdpica de genes tanto in vitro como in vivo.
Se suele usar en aquellos sistemas en los que el promotor CMV (Cytomegalovirus)
tiene una actividad baja o nula, como en hPSC°%,

PGK es el promotor de la fosfoglicerato quinasa, un promotor constitutivo humano que

facilita la expresién de transgenes en hPSC a largo plazo502.

NEO, técnicamente conocido como aminoglicésido 3’ fosfotransferasa, es un gen que
codifica una enzima que inactiva por fosforilacién a los antibiéticos aminoglicésidos,
como la neomicina o la geneticina (G418 sulfato), permitiendo a las células que lo
expresan ser resistentes a la exposicion a estos antibidticos. Se emplea para
seleccionar las lineas celulares transducidas con plasmidos de expresion, eliminando
asi a las células no transducidas. Este vector produce resistencia a la neomicina
gracias al promotor PGK, pero el promotor EF1a no dirige la expresién de ningun
transgén, por eso lo hemos usado como vector control (EV, del inglés Empty Vector).
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EGFP, es una proteina verde fluorescente mejorada que permite un seguimiento de la
expresion del vector, mediante técnicas de citometria e imagen, indicando la expresion
del transgén (Figura 37).

EV EF1a prom PGK prom \| o]

Figura 37. Esquema de los vectores de expresion usados como control (EV) y la sobreexpresion de
las isoformas de RUNX1 en la linea PBMC1-iPS4F1.

Las células HEK-293T fueron transfectadas con los vectores pRRL-EF1a-PGK-NEO
(EV), pRRL-EF1a-eGFP-Runx1a-PGK-NEO, pRRL-EF1a-eGFP-Runx1b-PGK-NEO vy
pRRL-EF1a-eGFP-Runx1c-PGK-NEO junto con los plasmidos empaquetadores,
psPAX y pMD2.G (Addgene) mediante transfeccion estandar con fosfato calcico®®®.
Los sobrenadantes del cultivo se recogieron a las 48h de la transfeccion y se
concentraron mediante ultracentrifugacion a 26000 rpm. Las particulas virales fueron
resuspendidas en E8 y la linea PBMC1-iPS4F1 fue transducida con las diferentes
isoformas de RUNXT durante 14-16h tras ser subcultivada con los virus concentrados
y suplementada con 8 ug/mL polybrene (Sigma-Aldrich) que aumenta la eficiencia de
transduccién al neutralizar la repulsion de cargas entre las particulas viricas y el acido
sialico presente en la superficie celular. Al dia siguiente, se eliminé el sobrenadante
con los virus y las hiPSC transducidas fueron lavadas con medio fresco y mantenidas
en cultivo. La seleccion se llevd a cabo con 150 ug/mL G418 (Invitrogen) desde el dia

3 al 15 post-transduccion.

1.3. Expresion de las isoformas de RUNX1 por qPCR

Para verificar que la transduccion lentiviral con las isoformas del gen RUNXT se ha
realizado correctamente, se comprueba la expresion génica de dichas isoformas
mediante el andlisis por PCR cuantitativa (QPCR). ElI ARN total fue aislado usando
High Pure RNA Isolation Kit (Roche). EI ADNc fue generado usando Transcription First
Strand c-DNA synthesis kit (Roche) a partir de 1 yg de ARN y analizado mediante
gRT-PCR usando Brilliant 1ll Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent
Technologies) en el sistema ABI 7900 HT Fast Real-Time PCR (ThermoFisher
Scientific). Se us6 GAPDH (del inglés, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase)
como normalizador y la expresion relativa fue calculada usando el método 2° T Los
primers usados se muestran en la Tabla 1.3.1.

Tabla 1.3.1. Primers usados para la deteccidon de las isoformas de RUNX1 por qPCR.
Primer Secuencia (5-3’)

GAPDH Fw
GAPDH Rv
RUNX1 Fw
RUNX1 Rv

GAAGATGGTGATGGGATTTC

GCTGACCCTCATGGCTGT
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1.4. Expresion de las isoformas de RUNX1 por Western Blot

Las lineas celulares fueron lavadas dos veces con PBS 1X y disociadas con TrypLE
Express (Invitrogen). Las células fueron lisadas en buffer RIPA (Sigma-Aldrich)
suplementado con inhibidores de proteasas como PMSF (del inglés,
Phenylmethylsulfonyl Fluoride), Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche), un
estabilizador de proteinas como DTT (del inglés, Dithiothreitol), Phosphatase Inhibitor
Cocktail 2 y Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 (ambas de Sigma-Aldrich). Tras el lisado
celular, se sometieron 100 ug de extracto proteico a electroforesis mediante el método
SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
ampliamente utilizado para separar las proteinas de acuerdo con su movilidad
electroforética. Los pesos moleculares de las proteinas son 27KDa para RUNX1a,
45KDa para RUNX1b y 48KDa para RUNX1c. Se elaboraron geles de poliacrilamida al
10%. La transferencia proteica se llevé a cabo en membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF, del inglés Polyvinylidene Fluoride).

Las proteinas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c fueron detectadas con el sistema de
imagen infrarrojo Odyssey (Li-cor Bioscience) usando un anticuerpo policlonal de
conejo anti-RUNX1 (Cell Signaling Technology) a una dilucién 1:500. Como control de
carga de uso el anticuerpo anti-B-Actin (clone AC-15; Sigma-Aldrich) a una dilucién
1:10000.

1.5. Andlisis de pluripotencia

Es importante comprobar que las lineas generadas por sobre-expresion de las
diferentes isoformas del gen RUNX1 continlan manteniendo su pluripotencia,
caracteristica imprescindible para su posterior diferenciacion hematopoyética.

El analisis de pluripotencia se llevd a cabo mediante la deteccién endégena de los
genes de pluripotencia y por andlisis de citometria de flujo a nivel de proteina.

1.5.1. Andlisis de expresién enddgena de los genes de pluripotencia

Se evalub la expresion enddgena de los factores de transcripcion de pluripotencia
OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG mediante RT-PCR. Se aisl6 ARN total de las
diferentes lineas usando High Pure RNA Isolation Kit (Roche) y el ADNc se gener6
usando Transcription First Strand c-DNA synthesis kit (Roche) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis
en un gel de agarosa. Como control de carga se utilizé - Actin. La secuencia de los
primers usados se muestra en la Tabla 1.5.1.1.
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Tabla 1.5.1.1. Primers usados para la deteccion endégena de pluripotencia
Primer Secuencia (5°-3’)
NANOG Fw

NANOG Rv CCTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG
OCT4 Fw

OCT4 Rv ACACTCGGACCACATCCTTC
REX1 Fw

REX1 Rv GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA
SOX2 Fw

SOX2 Rv CTCAGTCCTAGTCTTAAAGAGGCAGC
B-ACTIN Fw
B-ACTIN Rv AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

1.5.2. Andlisis de expresion proteica de pluripotencia

Se analizé la pluripotencia de las lineas celulares a nivel de proteina mediante la
tincidn con anticuerpos especificos de marcadores de superficie de hPSC y analizados
por citometria de flujo, usando el citometro BD FACS Verse (BD Bioscience). Las
colonias celulares de las diferentes lineas hiPSC fueron disociadas empleando Tryple
Express (Life Technologies) y lavadas con PBS suplementado con 5% Suero bovino
fetal (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum) por centrifugacién a 1250rpm 5 minutos. La
suspension celular fue tefida con los marcadores de superficie SSEA3 (PE, BD
Bioscience), SSEA4 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen), Trail-60 (PE, BD
Bioscience), Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen) durante 15 minutos, en
oscuridad a temperatura ambiente. La tincion intracelular para Oct3/4 fue desarrollada
por incubaciones secuenciales mediante soluciones de fijacion y permeabilizacién (A
and B Fix & Perm Solutions, Invitrogen). Después, las células se incubaron con el
anticuerpo primario Oct3/4 (BD Bioscience) y posteriormente con el anticuerpo
secundario conjugado en FITC (BD Bioscience). Después del lavado, las células
fueron tenidas con el marcador de viabilidad celular 7-aminoactinomicina D (7-AAD)
(PerCP-Cy5.5, BD Bioscience) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Como
controles negativos se emplearon los isotipos SSEA3 (lsotype Control Antibody, BD
Bioscience), APC (lg 62b, BD Pharmingen) y TRA-1-60 (Mouse IgM-PE, BD
Bioscience). Los resultados obtenidos fueron analizados mediante FlowJo™ software
(FlowJo, LLC-BD Bioscience).

1.6. Diferenciacion hematopoyética

En nuestro laboratorio, trabajamos con un modelo de diferenciacién hematopoyética
que trata de simular lo que ocurre en la hematopoyesis humana. En primer lugar,
cultivamos las hPSC y posteriormente, cuando las células han alcanzado la
confluencia adecuada llevamos a cabo su diferenciacion a los diferentes estadios de la
hematopoyesis humana como son el mesodermo, el endodermo y finalmente a células
hematopoyéticas (Figura 38).
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Model of hematoboietic differentiation from hPSCs
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Figura 38. Modelo de diferenciacion de hPSC hacia células de linaje hematopoyético.

La diferenciacién hematopoyética de las lineas hiPSC que expresan las isoformas de
RUNXT se realiz6 mediante el empleo de un protocolo de diferenciacién libre de suero
y componentes animales descrito por Uenishi et af?.

El plagueo celular se realizé a dia -1 del protocolo de diferenciaciéon. Las lineas
celulares cultivadas en medio E8 y con una confluencia del 80% se lavaron con PBS-
EDTA 0.5mM (Life Technologies), se disociaron en Tryple Express (Life Technologies),
se centrifugaron a 300g 5 minutos y después se realizd el contaje celular bajo
microcopia Optica usando una camara de Neubauer. Se sembraron 40.000
células/pocillo en placas de 6 pocillos (Corning) previamente cubiertas con colageno IV
humano (Sigma Aldrich) en 2 mL de medio E8 con 10uM Y27632 (Selleckchem) y
mantenidas a 37°C al 20% Oz y 5% COa.

Al dia siguiente del plaqueo celular, se inici6 la diferenciacion a mesodermo temprano
(dia 0-2), se realiz6 el cambio de medio E8 por medio de diferenciacion IF9S
suplementado con 50 ng/mL BMP4 (PeproTech), 50 ng/mL FGF2 (PeproTech), 15
ng/mL Activina A (PeproTech), 2 mM LiCl (Sigma Aldrich) y 10 uM Y27632. Las
células se transfirieron a un incubador a 37°C, 5% Oz y 5% COs>. A las 48h, se realizé
el cambio de medio por IF9S suplementado con 50 ng/mL FGF2 y 50 ng/mL VEGF
(PeproTech) para continuar la diferenciacién hasta mesodermo hematovascular (dia 2-
4).

El dia 4 se inicié la diferenciacion a endotelio hemogénico (dia 4-8), el medio se
cambi6 por IF9S complementado 50 ng/mL FGF2, 50 ng/mL VEGF, 50 ng/mL SCF
(PeproTech), 50 ng/mL TPO (PeproTech), 10 ng/mL IL3 (PeproTech) y 50 ng/mL IL6
(PeproTech). El dia 6 del cultivo se afiadi6 medio de diferenciacién igual al dia 4, sin
aspirar el medio previo y los cultivos celulares volvieron a transferirse a 37°C, 20% O»
y 5% CO:a.

A partir de dia 8 se inici6 la diferenciacion a hematopoyesis, consistiendo en cambios
de medio de diferenciacion cada dos dias hasta dia 15, con la misma composicion al
dia 4 (Figura 39).
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Protocol of hematopoietic differentiation

Mesoderm Hemato-Endothelium Hematopoiesis
Day -1 Day 0 Day 2 Day 4 Day 6 Day 8-15
20% O, 5% O, 5% O, 5% O, 20% O, 20% O,
DD T T DD D
E8 medium IF9S medium 1 IF9S medium 2 IF9S medium 3 IF9S medium 3
+10uM Y27632
BMP4 VEGF VEGF
40.000 cel/well-6 Activin A FGF2 FGF2
FGF2 SCF
LiCl TPO
Y27632 IL3
IL6

Fig;lSra 39. Protocolo de diferenciacion a células de linaje hematopoyético. Adaptada de Uenishi et
al

Los dias 5, 8, 11 y 15 los cultivos celulares fueron disociados empleando Tryple
Express (Life Technologies) y lavados con PBS 5% FBS mediante centrifugaciéon a
300g 5 minutos. Posteriormente, la suspension celular se tind con los anticuerpos anti-
human CD34 (PE-Cy7, BD Pharmingen), anti-human KDR (PE, BD Bioscience) y anti-
human CD144 (V450, BD Horizon) para analizar marcadores endoteliales. Para
analizar los HEP la suspension celular fue tenida con los anticuerpos anti-human
CD34 (PE-Cy7, BD Pharmingen) y anti-human CD43 (APC, BD Bioscience) y por
ultimo, para analizar los progenitores hematopoyéticos se tifid con los anticuerpos anti-
human CD41a (PE, BD Bioscience), anti-human CD45 (APC-Cy7, BD Bioscience) y
anti-human CD235a (FITC, BD Pharmingen). Tras 15 minutos de tincién en oscuridad
a temperatura ambiente, las células fueron lavadas y tefidas con el marcador de
viabilidad celular 7-AAD (PerCP-Cy5.5, BD Bioscience) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Las poblaciones celulares se analizaron en el citdmetro BD
FACS Verse (BD Bioscience) y los resultados obtenidos mediante FlowJo™ software
(FlowJo, LLC-BD Bioscience).

Tabla 1.6.1. Composicion del medio de diferenciacion IF9S

Casa comercial Componentes Concentracion final
Solucién stock 10X IF4S 1X

ddH20
Sigma-Aldrich Polyvinyl Alcohol (PVA) 10 g/L
Life Technologies Glutamax 100X 1X
Life Technologies Non-Essential Amino Acids (NEAA) 1X
Peprotech Holo-Transferrin 10.6 mg/L
Sigma-Aldrich Human Insulin 20 mg/L

Tabla 1.6.2. Composicion del medio base de diferenciacion 10X IF4S

Casa comercial Componentes Concentracion final
Life Technologies IMDM 5X
Life Technologies F12 5X

ddH20
Fisher Sodium Bicarbonate 21 g/L
Sigma-Aldrich L-asorbic Acid 2-Phosphate Mg2+ salt 640 mg/L
Sigma-Aldrich Monothioglycerol 400 ul/L
Sigma-Aldrich Additional Sodium Selenite 140 ug/L
Life Technologies CDLC 2X
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1.7. Ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU)

Se realizaron ensayos del potencial clonogénico de los progenitores hematopoyéticos
de las distintas lineas celulares para estudiar la capacidad de proliferacién y de
formacion de colonias hematopoyéticas. Se cultivaron 5x10* células provenientes de
los cultivos en diferenciacion hematopoyética siendo positivos para los marcadores
hematopoyéticos CD34", CD43" y CD41a", imprescindibles para la formacion de
colonias hematopoyéticas. Estas células se cultivaron en MethoCult™ SF H4436
(Stem Cell Technologies) a dia 8 de la diferenciacion.

Las células fueron incubadas a 37°C en una atmosfera humidificada y el contaje de
CFU (del inglés, Colony Forming Units) se realizd entre los dias 10 y 12 usando
criterios morfoldgicos descritos en la guia Atlas of Human Hematopoietic Colonies,
Stem Cell Techno/ogies503.

Podemos distinguir varios tipos de colonias hematopoyéticas (Figura 40). Las mas
frecuentes son:

= CFU-G: colonias que formaran una poblacién homogénea de granulocitos.

= CFU-M: colonias que formaran una poblacion homogénea de macréfagos.

» CFU-GM: colonias que formaran una poblacién heterogénea de granulocitos y
monocitos.

» CFU-E: colonias que formaran eritrocitos.

Pluripotent
stem cell

‘ \
Lymphoid
stem cell

CFU-GEMM

o (o (o

BFU-E / QU-GM CFU-Eo CFU-Mk

CFU-E CFU-G CFU-M

! !

A 4
Erythrocytes Neutrophils  Monocytes/ Eosinophils Megakaryocytes/
macrophages platelets

— @
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Figura 40. Esquema representativo de la proliferacion y formacion de CFU hematopoyética55°4.
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1.8. Analisis estadistico

Todos los datos estan representados como la media £ SEM. Los andlisis estadisticos
con respecto al control han sido llevados a cabo mediante un ANOVA de dos vias
complementéndola con el test de comparacion multiple de Bonferroni. Excepto los
datos de distribucidén de las colonias hematopoyéticas de los ensayos de CFU que se
han analizado mediante un ANOVA de una via complementandose con el post-test de
Newman-Keuls.

Valores de p<0.05 han sido considerados como estadisticamente significativos.

* corresponde a p<0.05, ** corresponde a p<0.01 y *** corresponde a p<0.001.
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Objetivo 2. Optimizar la generacion de células hematopoyéticas de linaje
megacariocitico mimetizando el ambiente fisiologico de la meédula o6sea
empleando hPSC.

Para estudiar el efecto de la hipoxia y de SCL en la megacariopoyesis se realizé
la siguiente metodologia.

2.1. Cultivo de lineas hESC

Las lineas hESC, H9 y AND1 SCL se cultivaron en frascos T25 cubiertos con Matrigel
(BD Bioscience) a una dilucion 1:20 en KO-DMEM (Life Technologies) en medio
PluriSTEM™ Human ES/iPS (Merck Millipore). Los cultivos celulares se sub-cultivaron
semanalmente con una confluencia del 80-90% empleando Collagenase IV
(Invitrogen).

La linea H9 se obtuvo por un acuerdo de cesion de WiCell Research Institute,
(Madison, WI).

Las lineas AND1 NEO y AND1 SCL se obtuvieron por la transduccion lentiviral de la
linea original AND1 (Banco Nacional de células madre) empleando el vector pRRL-
EF1a-PGK-NEO y pRRL-EF1a-EGFP-2A-Flag-SCL-PGK-NEO, respectivamente®*°.

2.2. Analisis de pluripotencia

Se comprobd que las lineas celulares mantenian su pluripotencia, caracteristica
esencial para su posterior diferenciacion a megacariocitos. Se analizaron por
citometria de flujo los marcadores de pluripotencia a nivel de proteina mediante tincion
con los anticuerpos especificos de superficie SSEA3 (PE, BioScience), SSEA4 (Alexa
Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BioScience), Tra1-81 (Alexa Fluor® 647,
BD Pharmingen) y Oct3/4 (BD BioScience). Los porcentajes celulares se analizaron en
el citometro de flujo BD FACSCanto Il (BD Bioscience). Metodologia descrita
anteriormente.

2.3. Diferenciacion a megacariocitos mediante co-cultivo con células OP9

Para llevar a cabo la generacion de células de linaje megacariocitico derivadas de las
lineas hESC empleamos un protocolo de diferenciacion optimizado por Lu et af’e.

Este protocolo consta de dos etapas: una primera fase de formacién y crecimiento de
cuerpos embrioides (EBs) y una segunda fase de co-cultivo con células estromales de
médula 6sea de ratén, células OP9 (Figura 41). Estas células son capaces de
diferenciarse a megacariocitos y plaquetas in vitro a partir de células embrionarias
como se ha reportado en varios articulog?2* 246247, 505
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| hEBs: Day 0 Day 3 Day 8 Day 15 Day 18-32 |
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Figura 41. Protocolo de diferenciacion a megacariocitos. Este protocolo de diferenciacion consta de
una primera fase mediante la formacién de EBs y una segunda fase de co-cultivo con células OP9.
Mostramos imagenes representativas de las diferentes fases del cultivo durante la diferenciacion a
megacariocitos. Adaptada de Toscano et al?"

Las células OP9 fueron cultivadas en placas de 10cm cubiertas con gelatina en medio
basal a-MEM (Gibco) suplementado con un 20% FBS (Gibco).

Las hESC fueron disociadas cuando alcanzaron una confluencia del 80% empleando
Collagenase IV (Gibco) durante 5 minutos a 37°C seguido de un rascado suave en
pequenos fragmentos que fueron transferidos a placas de 6 pocillos de baja adhesién
celular (Corning) y cultivadas en medio de EBs (DMEM suplementado con 20% FBS,
1% NEAA, 1% Glutamax y 0.2% B-Mercaptoetanol. Todo de Gibco).

Una vez formados los EBs realizamos distintos procedimientos para estudiar el efecto
de la hipoxia en la formacién de megacariocitos, para ello mantuvimos cultivos
celulares a distintas condiciones de oxigeno (Figura 42):

= Como control un cultivo se mantuvo a 37°C, 20% Oz y 5% CO> durante todo el
proceso de diferenciacion.

» Como tratamientos experimentales:

o Para simular las condiciones fisiolégicas ambientales que encontramos
en medula ésea, mantuvimos un cultivo a 37°C, 2% Oz y 5% CO
durante la fase de formacion de EBs y en la fase de co-cultivo con
células OP9 a 37°C, 5% Oz y 5% CO».

Cultivo continuado a 37°C, 2% O2 y 5% COso.
Cultivo progresivo 37°C, 5% Oz y 5% COs.
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Figura 42. Esquema representativo del procedimiento experimental llevado a cabo durante la
diferenciacion a megacariocitos.

A las 24h, tras la formacion de EBs, el medio se cambié por medio de EBs
suplementado con 50 ng/mL BMP4 (Peprotech), 50 ng/mL VEGF (Peprotech) y 20
ng/mL FGFb (Miltenyi Biotec). Posteriormente, se realizaron cambios de medio cada
dos dias hasta el dia 9, suplementandose el medio de EBs con 50 ng/mL BMP4, 50
ng/mL VEGF, 20 ng/mL FGFb, 20 ng/mL SCF (Peprotech), 20 ng/mL TPO
(Peprotech) y 20 ng/mL FLT3 (Peprotech). Desde el dia 9 al 15, el céctel de citoquinas
anadidas al medio se simplifico a 50 ng/mL TPO y 20 ng/mL SCF.

El dia 15, los EBs fueron disgregados empleando Collagenase B (Roche) 2h a 37°C,
seguido de 10 minutos de incubacion al bafio a 37°C usando Cell Dissociation Buffer
(Gibco) para obtener una suspension de células con los precursores megacariociticos.
Posteriormente, las células se cultivaron en medio de diferenciacion de OP9 (medio
basal a-MEM suplementado con 10% FBS, 10 uM monotioglicerol y 50 pg/mL é&cido
ascorbico) con 100 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF en placas de 6 pocillos recubiertas
con un estroma de células OP9. En este momento, el cultivo que representaria la
condicién fisiologica de médula 6sea y habia crecido a un 2% O se traspasé a un
incubador al 5% O» hasta finalizar el proceso de diferenciacion. Ademas, se colectaron
muestras para analizar la viabilidad celular por tincién con 7-AAD (PerCP-Cy5.5, BD
Bioscience) y marcadores celulares de progenitores hematopoyéticos por tincién con
el anticuerpo anti-CD34 (APC, BD Bioscience) mediante citometria de flujo, usando el
citometro BD FACSCanto Il (BD Bioscience).

A las 24h de la disociacion de EBs, se cambio el medio por medio de diferenciacién de
OP9 suplementado con 100 ng/mL TPO, 50 ng/mL SCF y 25 U/mL Heparina. Los dias
18, 22, 25 y 28 se recolectaron las células del sobrenadante para proceder al andlisis
de los marcadores celulares especificos de linaje megacariocitico por tincién con los
anticuerpos anti-CD41a (PE, BD Bioscience) y anti-CD42b (APC, BD Bioscience). Los
porcentajes de estos marcadores se analizaron por citometria de flujo, usando el
citometro BD FACSCanto Il. Al resto del cultivo celular se le afiadi6 la cantidad de
medio equivalente de medio de diferenciacion de OP9 suplementado con 100 ng/mL
TPO, 50 ng/mL SCF y 25 U/mL Heparina. A partir del dia 22, se anadié al cultivo
celular el inhibidor de metaloproteinasa GM6001 (Merck Millipore) a 50 yuM para
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prevenir la rotura y pérdida del antigeno CD42b en las plaquetas producidas. Para
cuantificar el nimero de células megacariociticas CD41a*CD42b" se afiadié a la
mezcla de células un niumero determinado de Perfect-Count Microspheres (Cytognos)
antes de su andlisis por citometria. Los megacariocitos y las plaquetas pueden
diferenciarse en el citbmetro por su diferencia en complejidad y tamaro (Figura 43).
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Figura 43. Analisis de células CD41a*CD42b* mediante citometria de flujo.

2.4. Estudio combinado del papel de la hipoxia y SCL en la megacariopoyesis de
hESC

Para estudiar el efecto derivado de la hipoxia junto con el papel de SCL en la
megacariopoyesis, empleamos la misma linea celular (AND 1 SCL) empleada en el
estudio de Toscano et al?*’. Los resultados de este estudio confirman que la
expresion ectopica de SCL incrementa la megacariopoyesis.

Para llevar a cabo la diferenciacién a megacariocitos de AND1 SCL se utiliz6 el
protocolo de diferenciacién descrito anteriormente, aplicando las mismas condiciones
de Oz que en la linea H9 Neo durante el cultivo celular, para asi estudiar el efecto de la
hipoxia y la expresion de SCL en la formacién de megacariocitos derivados de AND1
SCL.

2.4.1. Western Blot

Tras completar la diferenciacion a megacariocitos de la linea celular AND1 SCL y
comprobar que los datos obtenidos no eran los esperados en combinacién con la
hipoxia, se intenté buscar la explicacion de estos resultados. Por esta razdn, se
analiz6 la expresion de SCL a bajas tensiones de O por western blot.

Se ha reportado que SCL es degradado bajo condiciones de hipoxia en varios tipos
celulares®®>%. Para comprobar si esto ocurria en hESC, cultivamos la linea AND1
SCL durante 6 dias al 20% Oz, 5% O2 y al 2% O y analizamos la expresion de la
proteina SCL mediante western blot. Las células AND1 NEO fueron empleadas como
control negativo de expresion de SCL.

Ademas, estudiamos las posibles vias de degradacion de SCL bajo hipoxia. En células
endoteliales, SCL es fosforilada en un residuo de serina (Ser122), esta fosforilacién
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activa la degradacion de la proteina por el proteosoma506. Cultivamos nuestras células
al 2% Oz durante 24h empleando varios inhibidores de la ruta transcripcional de SCL
que afectan a la fosforilacion de la proteina y a su degradacion por el proteosoma
(Figura 44):

* Inhibidores de la fosforilacion de SCL
o PD 98059 (inhibidor de MAPK Kinase 1, del inglés Mitogen-Activated
Protein Kinase), (Merck Millipore). Se utiliz6 a una concentracién 50 uM.
o LY 294002 (inhibidor de PI3K, del inglés Phosphatidylinositol 3 Kinase),
(Merck Millipore). Se utilizé a una concentracion 1 uM.

» Inhibidores de la degradacion de SCL
o MG132 (potente inhibidor del proteosoma), (Merck Millipore). Se utilizd
a una concentracion 0.01 pM.

Proteasome
Degradation

l LY 294002

Figura 44. Esquema representativo de los inhibidores de la ruta transcripcional de SCL

Las células fueron lisadas en buffer RIPA. Los lisados celulares se sometieron a
electroforesis mediante el método SDS-PAGE. El peso molecular de SCL es de 42
KDa. Se elaboraron geles de poliacrilamida al 8%. Metodologia descrita anteriormente.

La proteina SCL fue detectada con el sistema de imagen infrarrojo Odyssey (Li-cor
Bioscience) usando un anticuerpo policlonal de cabra anti-TAL1(C-21) (Santa Cruz
Biotechnology) a una diluciéon 1:500. Como control de carga de uso el anticuerpo anti-
B-Actin (clone AC-15; Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:10000.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos estan representados como la media + SEM. Los andlisis estadisticos
correspondientes a la viabilidad celular, a los progenitores hematopoyéticos y a las
cuantificaciones relativas proteicas se han realizado mediante un ANOVA de una via.
En cambio, los correspondientes a las células megacariociticas CD41a*CD42b"* se
realizaron mediante un ANOVA de dos vias. En todos los casos el ANOVA se
complement6 con el test de comparacioén multiple de Bonferroni.

Valores de p<0.05 han sido considerados estadisticamente significativos.

126



127 | MATERIALES Y METODOS

Objetivo 3. Generar y validar modelos humanos de enfermedades
hematopoyéticas a partir de hPSC.

3.1. Generar un modelo humano del Trastorno plaquetario familiar con neoplasia
mieloide asociada (FPDMM).

3.1.1. Reprogramacion celular de un paciente con FPDMM

En primer lugar, para la generacion de un modelo humano de FPDMM, llevamos a
cabo la reprogramacién celular de una mujer caucasica con FPDMM, cuyos
antecedentes familiares presentan trombocitopenias y neoplasias mieloides.

El arbol genealdgico de la paciente se muestra en la Figura 45.
Cell Reprogramming

i'obé‘/

5 . Thrombocytopenia
. Myeloid neoplasia

Figura 45. Arbol genealdgico de la paciente con FDPMM para reprogramacion celular.

Esta paciente presenta una mutacién, que aun no ha sido descrita, en el exén 6 del
locus RUNXT1, la variante p.Thr196Ala (Figura 46).

| Humen Rupcs | p.Thr196Ala

Gene structure l
P1 Runt domain _TAD
#——H\YH TSN\

Figura 46. Localizacion de la mutacion p.Thr196Ala en el exén 6 del locus RUNX1.

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de la paciente con FPDMM tras obtener el
consentimiento informado de acuerdo al Comité de ética de Andalucia para la
reprogramacion celular, la legislacién europea y espanola. La muestra de sangre fue
diluida 1:2 (volumen: volumen) en PBS y centrifugada con Ficoll Paque™ PLUS (GE
Healthcare) a 1600 rpm 30 minutos para separar por fases el plasma sanguineo, las
células mononucleares, los granulocitos y los eritrocitos. Colectamos las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés Peripheral Blood Mononuclear
Cells) usando una pipeta pasteur (VWR) y lavamos con PBS por centrifugacion a 900
rem 10 minutos para separar por fases el suero junto con las plaquetas y las PBMC.
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Posteriormente, las PBMC fueron lisadas con Ammonium chloride (Sigma-Aldrich) y
lavadas con PBS por centrifugacién a 1500 rpm 5 minutos.

Se cultivaron 5 millones de PBMC en StemSpan™ SFEM (StemCell Technologies)
suplementado con 100ng/mL SCF, 100ng/mL FLT3L, 20ng/mL IL6 y 20ng/mL IL3
(todas las citoquinas de Peprotech) en placas de 6 pocillos (Corning). A los 4 dias del
cultivo celular, las PBMC fueron transferidas a placas de 12 pocillos recubiertas de
fibronectina (BD BioCoat™) y transducidas con SeV no transmisibles que portan los
factores de reprogramacion Oct3/4, Sox2, Klf4 y c-Myc12'13 usando CytoTune® -iPS
2.0 Reprogramming kit (Life Technologies). Para la transduccion se utilizé6 un MOI 3
(del inglés, Multiplicity Of Infection). Las células se cultivaron en StemSpan ™ SFEM
en presencia de 8 yg/mL polybrene (Sigma-Aldrich), 10 uM Y27632 (Selleckchem) y
acido ascorbico (Sigma-Aldrich).

Cuatro dias después de la transduccion, las células se co-cultivaron en StemSpan ™
SFEM en ausencia de citoquinas sobre una capa de células madre mesenquimales
humanas irradiadas (hMSC, del inglés human Mesenquimal Stem Cells) (Inbiobank).
Seis dias después de la transduccion, las células se adaptaron al medio de
embrionarias (hESC) que consiste en KO-DMEM (Life Technologies) suplementado
con 10% KnockOut Serum Replacement (Life Technologies), 8 ng/mL BFGF2 (Milteny
Biotec), 10 uM Y27632 (Selleckchem), 1 mM Glutamina, 1% NEAA vy 0.1 mM 28-
mercaptoetanol (todo de Life Technologies).

A partir del dia 7, las células se cultivaron en medio hESC. El dia 13 después de la
transduccién, las colonias hiPSC emergentes se seleccionaron individualmente y se
expandieron para la caracterizacion. Desde el dia 4 hasta el dia 20 después de la
transduccion, las células se cultivaron en una camara a 37 °C, 5% O2 y 5% COso.

A partir del dia 20, las células se transfirieron a una cdmara de cultivo a 37 °C, 20% O
y 5% CO2y a partir del dia 22 los clones seleccionados se mantuvieron durante 5 dias
a 39 °C para eliminar por completo los SeV termosensibles.

Un mes después, comenzamos el proceso de caracterizacion celular de los clones
seleccionados y establecidos en cultivo celular.

La figura 47 muestra un esquema representativo del proceso de reprogramacion
celular, seleccién de clones y de técnicas requeridas para la caracterizacién celular.
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Figura 47. Esquema del protocolo de reprogramacion celular de las PBMC de la paciente con
FPDMM.

3.1.2. Cultivo celular de las células reprogramadas

Un mes después de la reprogramacion celular, se estableci6é la nueva linea hiPSC
generada (FPD-PBMC-iPSC4F73, también conocida como GENYQOI005-A.
hpscreg.eu/user/cellline/edit/GENYQi005-A) a partir de la seleccion clonal llevada a
cabo durante el proceso de reprogramaciéon. Las células se adaptaron al cultivo en
medio de crecimiento E8 en frascos t25 recubiertos de Matrigel a una dilucién 1:20 en
KO-DMEM. Las células se sub-cultivaron semanalmente utilizando PBS-EDTA 0.5 mM
(Life Technologies).

3.1.3. Caracterizacion celular de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73

Para desarrollar la caracterizacion celular de la nueva linea hiPSC generada se
requiere de la realizacion de diversas técnicas que se detallan a continuacién.

3.1.3.1. Analisis mutacional

EL AND gendmico fue aislado de las PBMC de la paciente, de la linea FPD-PBMC-
iPSC4F73 y de la linea control PBMC1-iPS4F1, usando DNA extraction kit (Qiagen).
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Se realizd6 una amplificacion por PCR de todas las muestras siguiendo las
instrucciones del fabricante en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent). Se empleé
un set de primers que flanquean el exén 6 del locus RUNX1 (RUNX1-exon 6). Como
control de carga se empleo 3-Actin. La secuencia de primers utilizados se muestra en
la Tabla 3.1.3.1. Los fragmentos de PCR amplificados se secuenciaron usando ABI
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Tabla 3.1.3.1. Secuencia de primers para la deteccion de la mutacion en el locus RUNX1

Primer Secuencia (5°- 3’)

B-ACTIN Fw
B-ACTIN Rv GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG

RUNX1-exon6 Fw
RUNX1-exon6 Rv ACTTTTTGGCTTTACGGGGG

3.1.3.2. Analisis de polimorfismo (STR)

Para verificar el origen de la linea celular FPD-PBMC-iPSC4F73, se llevé a cabo un
andlisis STR (del inglés, Short Tandem Repeat), un método comun en biologia
molecular para comparar loci especificos en el ADN de dos 0 mas muestras.

Tras purificar el ADN de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 y de las PBMC de la paciente,
se emple6 AmpFLSTR® ldentifiler® Plus kit (Applied Biosystems) para determinar por
PCR la firma genética de ambas muestras mediante un analisis multiple de 15 loci
(D8S1179, D3S1358, D2S1338, D18S51, D21S11, THO1, D19S433, D7S820,
D13S317, vWA, D5S818, CSF1PO, D16S539, TPOX y FGA) y el marcador
Amelogenina que identifica el género de la muestra. Los productos de PCR fueron
sometidos a una electroforesis capilar en el ABlI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) y analizados con GeneMapper® ID Software (Applied Biosystems)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.1.3.3. Analisis de expresion de los factores de reprogramacion

Se aislé el ARN total de la nueva linea hiPSC generada, de la linea control (PBMC1-
iPS4F1) y de las PBMC de la paciente usando High pure RNA isolation kit (Roche).
Posteriormente, se gener6 ADNc usando Transcription First Strand c-DNA synthesis
kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé una PCR usando
GoTaqg Flexi DNA Polimerase kit (Promega) y las condiciones de la PCR se
optimizaron para conseguir datos semicuantitativos dentro del rango linear de
amplificacién en un SureCycler 8800 thermal cycler (Agilent). Los productos
resultantes de la PCR fueron sometidos a una electroforesis en un gel de agarosa para
determinar el silenciamiento de los factores de reprogramacién exégenos usando un
set de primers para SeV, KLF4, c-MYC y KOS. Las PBMC de la paciente transducidas
a dia 4 tras la exposicion a SeV se usaron como control positivo de la presencia de los
factores de reprogramacion exégenos y la linea PBMC1-iPS4F1como control negativo.
Como control de carga se utilizé6 B-Actin. La secuencia de primers empleados se
muestra en la Tabla 3.1.3.3.
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Tabla 3.1.3.3. Lista de primers usados en la deteccion de los factores de reprogramacion
Primer Secuencia (5°-3’)

B-ACTIN Fw

B-ACTIN Rv AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

SeV Fw

SeV Rv ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC
KOS Fw

KOS Rv ACCTTGACAATCCTGATGTGG
c-MYC Fw

c-MYC Rv TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG
KLF4 Fw

KLF4 Rv AATGTATCGAAGGTGCTCAA

3.1.3.4. Analisis de pluripotencia

Por un lado, se gener6 ADNc procedente del ARN total de la linea FPD-PBMC-
iPSC4F73, de la linea control PBMC1-iPS4F1 y de las PBMC de la paciente para
analizar la expresién enddgena de los genes de pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1y
NANOG mediante RT-PCR. La linea PBMC1-iPS4F1 se usé como control positivo y
las PBMC de la paciente se emplearon como control negativo. Metodologia y listado
de primers descritos anteriormente.

Por otra parte, por citometria de flujo se comprobaron los marcadores de pluripotencia
a nivel de proteina mediante tincion con los anticuerpos de superficie SSEA3 (PE,
BioScience), SSEA4 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BioScience),
Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen) y Oct3/4 (BD BioScience). La expresion
de los marcadores de pluripotencia se analizé en el citbmetro BD FACSVerse (BD
Bioscience) y los resultados obtenidos analizados mediante FlowJo™ software
(Flowdo, LLC-BD Bioscience). El procedimiento empleado ha sido descrito en la
seccion anterior.

3.1.3.5. Cariotipado

Se realizd el andlisis cromosémico de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante la
técnica de bandeo GTG (Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia,
Espafa). Se analizaron 20 metafases siguiendo las recomendaciones del ISCN (del
inglés, International System for Human Cytogenetics Nomenclature)508'5°9.

3.1.3.6. Analisis de fosfatasa alcalina

Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos (Corning) recubiertas con Matrigel
durante 5 dias a 37°C. Se testd la actividad enzimatica para la fosfatasa alcalina
usando Alkaline phosphatase detection kit (Merck-Millipore) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se tomaron fotografias de la tincidn resultante en el Microdisector Laser
Zeiss PALM Microbeam (Zeiss).
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3.1.3.7. Ensayos de diferenciacion in vitro (EBs)

La capacidad de diferenciacién in vitro de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 a las tres
capas germinales embrioides es testada por la generacién espontanea de EBs.
Cuando el cultivo celular alcanzé una confluencia del 60-70%, se anadi6 Matrigel 1:6
diluido en KO-DMEM (Life Technologies) al medio de cultivo. Al dia siguiente, el cultivo
celular fue disociado empleando Collagenase IV (Gibco) durante 5 minutos a 37°C.
Posteriormente, las colonias fueron levantadas suavemente y cultivadas en placas de
6 pocillos de baja adherencia (Corning) en medio esencial 6 (E6) para inducir la
formacién de EBs. Se realizaron cambios de medio cada 2 dias. Tres semanas
después, los EBs fueron colectados, embebidos en parafina y seccionados para la
realizacién de analisis histolégicos e inmunocitoquimicos.

Se realizé una tincibn Hematoxilina-Eosina (H&E) para el andlisis histolégico. Y una
tincion con marcadores especificos de las 3 capas germinales para el analisis
inmunocitoquimico, se utilizé B-lll-tubulina como marcador de ectodermo, vimentina
como marcador de mesodermo y citoqueratina (CKAE1-EA3) como marcador de
endodermo.

3.1.3.8. Ensayos de diferenciacion in vivo (Teratomas)

Para testar la capacidad de diferenciacién in vivo de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73
realizamos ensayos de formacion de teratomas.

Las células fueron disociadas empleando Collagenase IV (Gibco) y resuspendidas en
PBS suplementado con 30% Matrigel. Se inyectaron subcutaneamente 2x10° células
en los flancos dorsales de ratones NOD/LtSz-scid interleukin-2Ry-/- (The Jackson
Laboratory). El crecimiento de los teratomas fue supervisado semanalmente y a las 10
semanas post-implantacioén, se colectaron los teratomas, se fijaron en formaldehido, se
incluyeron en parafina y se seccionaron para su posterior andlisis histol6gico y tincién
inmunocitoquimica.

Para el andlisis histolégico, se procedié a la tincion con Hematoxilina-Eosina (H&E) y
para estudiar la diferenciacién a las 3 capas germinales se tifieron con B-lll-tubulina
(ectodermo), vimentina (mesodermo) y CKAE1-EAS3 (endodermo)sm. Para
complementar el andlisis con los marcadores especificos de cada capa germinal se
incluyen estructuras especificas de endodermo, mesodermo y ectodermo. El Comité
de Etica en Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad de Granada aprob
todos los protocolos empleados en animales.
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3.2. Validar el rescate génico del modelo humano del Sindrome de Bernard-
Soulier (BSS) previamente generado por células primarias de pacientes de dicha
enfermedad.

3.2.1. Cultivo celular de las lineas hiPSC

Las lineas celulares iBOB/A1ATD, BSS2-PBMC-iPS4F24-EV/BSS2 EV y BSS2-
PBMC-iPS4F24-GP9/BSS2 GP9 fueron cultivadas en medio E8 en frascos t25
recubiertos de Matrigel a una diluciéon 1:20 en KO-DMEM. Semanalmente, las células
fueron sub-cultivadas utilizando PBS-EDTA 0.5 mM.

La generacién5y descripcion de la linea iBOB usada como control sano esta reportada
por Yusa et al ",

Las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9 se obtuvieron por la transduccién lentiviral de la
linea original BSS2-PBMC-iPS4F24°° y clonadas en el vector pRRL-EF1a-PGK-NEO
(Figura 48). Metodologia de clonacién y transduccién descrita anteriormente.

EV EF1a prom , PGK prom NEO

GP9 EF1a prom PGK prom NEO

Figura 48. Esquema representativo de la construccion del vector control (EV) y el vector que
expresa la copia silvestre de GP9 en la linea BSS2-PBMC-iPS4F24.

3.2.2. Analisis de expresion de GP9

Para comprobar la expresién ectépica de la copia silvestre del gen GP9 por
transduccién lentiviral se aislé el ARN total de las lineas celulares BSS2 EV y BSS2
GP9 usando High pure RNA isolation kit (Roche). Posteriormente, partiendo de 1ug de
ARN, se gener6é ADNc usando Transcription First Strand c-DNA synthesis kit (Roche)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos resultantes de la PCR fueron
sometidos a una electroforesis en un gel de agarosa para determinar la expresion de
GP9 en la linea BSS2 GP9. Se utiliz6 B-Actin como control endégeno. La secuencia de
primers utilizados se muestra en la Tabla 3.2.2.

Tabla 3.2.2. Lista de primers empleados para la deteccion de GP9
Primer Secuencia (5’-3’)
B-ACTIN Fw
B-ACTIN Rv
GPIX Fw

GPIX Rv

AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

GCCAACAACAGCCTTGAGTC
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3.2.3. Andlisis de pluripotencia

En primer lugar, se estudié la expresion endogena de los genes de pluripotencia
OCT3/4, SOX2, REX1y NANOG de las lineas hiPSC por RT-PCR. Metodologia y lista
de primers descritos anteriormente.

Por otra parte, se comprobd la pluripotencia de las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9 a
nivel de proteina, mediante tincion con los anticuerpos de superficie SSEA3 (PE,
BioScience), SSEA4 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen), Tra1-60 (PE, BioScience) y
Tra1-81 (Alexa Fluor® 647, BD Pharmingen). La expresion de estos marcadores se
analiz6 por citometria de flujo, usando el citometro BD FACS Verse (BD Bioscience).
Los datos resultantes se analizaron usando FlowJo™ software (FlowJo, LLC-BD
Bioscience). Procedimiento descrito anteriormente.

3.2.4. Diferenciacion a células de linaje megacariocitico

Para validar el modelo celular de BSS rescatado por terapia génica se llevd a cabo
una diferenciacion celular a megacariocitos. Con el fin de optimizar la generacion a
megacariocitos, empleamos un protocolo libre de suero y componentes animales, mas
actual y de mayor eficiencia al utilizado en la seccién anterior. Este protocolo descrito
recientemente por Moreau et aP® se basa en la diferenciacion de hiPSC a
megacariocitos mediante la expresion ectépica de GATA1, FLI1 y TAL1. Estos TF son
imprescindibles en el proceso de megacariopoyesis, regulan tanto la formaciéon como
la maduracién de los megacariocitos.

Las lineas iBOB, BSS2 EV y BSS2 GP9 se cultivaron en medio E8 y cuando
alcanzaron una confluencia del 80% se disociaron usando Tryple Express (Life
Technologies) y se colectaron mediante centrifugacién a 300g 5 minutos. Se determind
su numero celular mediante contaje en una camara de Neubauer. Se cultivaron 40.000
células/pocillo en placas de cultivo celular de 12 pocillos (Corning) recubiertas con
vitronectina (Gibco) en medio E8 con 10uM Y27632 (Selleckchem) a 37°C. Al dia
siguiente, las células fueron transducidas con el vector lentiviral (Vectalys) que
expresa conjuntamente GATA1, FLI1 y TAL1 utilizando un MOI 80 para la
transduccién viral. Las células se cultivaron en medio E8 suplementado con 20 ng/mL
FGF2 (Peprotech), 10 ng/mL BMP4 (Peprotech) y 10 ng/mL sulfato de protamina
(Sigma Aldrich) para aumentar la eficiencia de transduccién lentiviral.

A dia 1, se realizdé un lavado de virus y las células se cultivaron en medio E8
suplementado con 20 ng/mL FGF2 y 10 ng/mL BMP4 para inducir la diferenciaciéon a
mesodermo. A dia 2, se induce la diferenciacién a linaje megacariocitico realizando el
cambio de medio a CellGRO SCGM (CellGenix) suplementado con 20 ng/mL TPO
(Peprotech) y 25 ng/mL SCF (Peprotech). A dia 5, se anadi6é al cultivo celular medio
CellGRO con 40 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF. A dia 8, se realiz6 un cambio de la
mitad del medio de cultivo completando el volumen con medio CellGRO suplementado
con 40 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF.

A dia 9, parte del cultivo celular fue disociado con Tryple Express para analizar
marcadores de superficie celular especificos de hematopoyesis y del linaje de
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megacariocitos mediante tincibn con los anticuerpos anti-CD34 (PECy7, BD
Bioscience), anti-CD41a (PE, BD Bioscience) y anti-CD42a/GPIX (APC, BD
Bioscience). Las poblaciones celulares se analizaron en el citometro BD FACS Verse
(BD Bioscience) y los datos resultantes con FlowJo™ software (FlowJo, LLC-BD
Bioscience). Procedimiento de analisis ya descrito anteriormente. El resto del cultivo
celular se traslad6 a placas de cultivo de 6 pocillos (Corning) sin recubierta de
vitronectina, en medio CellGRO suplementado con 20 ng/mL TPO y 25 ng/mL SCF.

Los dias 12, 14 y 18 del cultivo celular se realizaron cambios de 2 medio de cultivo,
completando con medio fresco CellGRO con 40 ng/mL TPO y 50 ng/mL SCF. El cultivo
celular debe mantenerse a una concentracion de 0.5-2x10° células/mL.

A dia 20, las células se colectaron por centrifugacion a 120g 8 minutos y se volvieron a
tefiir con los marcadores celulares CD34, CD41a y CD42a para su andlisis por
citometria de flujo. Por otra parte, se realiz6 un cambio de medio completo al resto del
cultivo celular, que se mantuvo hasta dia 30 con cambios de "2 medio cada 2 dias y
andlisis por citometria de flujo a dia 26 y 30 (Figura 49).

Vitronectin Mesoderm Megakaryocytes
~25,000 cells/cm?
Day -1 Day 0 Day 1 Day 2 Day 9 Day 20+
hPSC Seeding Cell Transduction Vector wash MK Medium Splitand Analysis Long-term culture
GATM;‘Z MOI Mesoderm Analysis
12-well plate TF»LL‘I : 3 0.5-25*¢ cells/ml-> 6-well plate
40.000 cells 50% medium/2-3 days

DD DD DD
E8+Y27632 Transduction medium Mesoderm medium _

Figura 49. Protocolo de diferenciacion a megacariocitos a partir de hiPSC.

3.2.5. Técnica ImageStream

Es una técnica que combina visualizacion de imagen, como una microscopia estandar
a la vez que permite ver células marcadas con los anticuerpos de interés, como una
citometria. Fue utilizada para visualizar la expresion de la proteina GPIX durante la
diferenciacion a megacariocitos.

A dia 20 del protocolo de diferenciacion a megacariocitos, las lineas BSS2 EV y BSS2
GP9 fueron disociadas empleando Tryple Express (Life Technologies) y lavados con
PBS 5% FBS por centrifugacién a 120g 8 minutos. La suspensién celular fue tenida
con los marcadores de superficie anti-CD41a (PE, BD Bioscience) y anti-CD42a (APC,
BD Bioscience) durante 15 minutos en oscuridad. Tras la incubacién, las células se
lavaron con PBS 5% FBS y se resuspendieron en 1:1000 Hoescht 1mM para la tincion
nuclear. Tras 2 minutos de tincién en oscuridad, se lavaron con PBS 5% FBS y se
resuspendieron en 50ul PBS 5% FBS. Las muestras se analizaron mediante Amnis
ImageStream* Mk Il Imaging Flow Cytometer (Luminex Corporation). Los datos
resultantes se analizaron usando IDEAS® Analysis Software (Luminex Corporation).
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3.2.6. Analisis estadistico

Los datos han sido representados como la media £ SEM. El analisis estadistico se ha
realizado respecto al control del paciente de BSS (BSS2 EV) mediante un ANOVA de
dos vias complementandose con el test de comparacion mdltiple de Bonferroni.
Valores de p<0.05 se han considerado estadisticamente significativos.
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Objetivo 1. Estudiar el papel de RUNX1 en el desarrollo de la hematopoyesis
humana empleando hPSC como modelo de estudio.

RUNX1 es un regulador clave del desarrollo de las células hematopoyéticas a partir
del endotelio hemogénico150. El papel de RUNX1 durante la hematopoyesis derivada
de hESC ha sido muy estudiado en nuestro laboratorio, en concreto la isoforma
RUNX1¢®**. En este proyecto se pretende ampliar el estudio del papel regulador de
RUNX1 analizando la funcién de las isoformas mas importantes de RUNX1.

1. Analizar la funcién de las isoformas del gen RUNX1 durante la diferenciacion
hematopoyética

Para este estudio hacemos uso de un sistema de diferenciacion hematopoyética
basado en el cultivo de hiPSC que expresan de forma ectdpica RUNX71a, RUNX1b y
RUNX1c, en un medio definido en combinacién con diferentes citoquinas
hematopoyéticaszzs.

Previamente a la generacion de células hematopoyéticas derivadas de las lineas
hiPSC con sobre-expresion de las isoformas de RUNX1, se procedié a analizar la
expresion ectdpica de las diferentes isoformas de RUNX1.

1.1. Analisis de la expresion ectdpica de las isoformas del gen RUNX1

Mediante la utilizacion de un set de primers que reconoce una zona comun a las 3
isoformas del gen RUNXT mediante la técnica qPCR analizamos la expresion génica
de estas isoformas.

La figura 50 muestra la estructura del gen humano RUNX7 y de las isoformas
RUNX1a, RUNX1by RUNX1c. Se ha representado la localizacion del set de primers
utilizado (sefalizado mediante flechas rojas en el locus RUNXT) para analizar la
expresion de las diferentes isoformas de RUNXT.

| Human RUNX1 |

Gene structure

P1 P2 Runt domain Ié TAD
# i II B l
<
RUNX1. NSYM~ A
RUNX1b NWNIMh A | [N NN
RUNX1e ] M~ | [N MMM

Figura 50. Disefo del analisis de la expresion ectopica de las isoformas del gen RUNX1. Esquema
representativo de la estructura del locus RUNX1 y de las isoformas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. La
localizacién del set de primers utilizado para la gqPCR se muestra con flechas rojas.
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La figura 51 representa la expresion de ARNm de las isoformas del gen RUNX1 en las
lineas hiPSC con respecto al control. Podemos observar como la isoforma RUNX1a
presenta una mayor expresion (p<0.001) con respecto a las isoformas RUNX1b y
RUNXT1c (p<0.05).

Runx1
0.06 *hk

*p<0.05
**+*0<0.001

Figura 51. Analisis de la expresion ectopica de las isoformas del gen RUNX1. Expresién génica de
las isoformas RUNX1a, RUNX1by RUNX1c en las diferentes lineas celulares generadas. Se ha usado
GAPDH como control interno. RUNX1a muestra una mayor expresion respecto al control, en comparacion
con las isoformas RUNX1b y RUNX1c. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos
independientes.

1.2. Expresion proteica de las isoformas del gen RUNX1

Tras comprobar la expresion ectopica de las diferentes isoformas de RUNXT a nivel de
ARNm, realizamos un Western Blot para verificar la expresién proteica de dichas
isoformas. Utilizamos un anticuerpo policlonal de conejo anti-RUNX1 para detectar las
proteinas de las isoformas del gen RUNX7 y como control de carga utilizamos la
proteina B-Actina. Los resultados fueron obtenidos usando el sistema de imagen
infrarrojo Odyssey (Li-cor Bioscience) (Figura 52A).

Para complementar los datos obtenidos por western blot, realizamos una
cuantificacién relativa de la expresidon proteica de las isoformas de RUNX1
correspondiente a 3 experimentos diferentes (Figura 52B). Observamos resultados
equivalentes a la imagen obtenida por western blot y a la expresion génica analizada
anteriormente. La proteina RUNX1a se expresa en mayor medida con respecto al
control (p<0.001), en comparacion con las proteinas RUNX1b (p<0.01) y RUNXic
(p<0.05).
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Figura 52. Expresion proteica exogena de las isoformas de RUNX1 mediante western blot. A.
Imagen representativa de la expresiéon proteica de RUNX7a, RUNX1b y RUNX1c obtenida por western
blot. B. Cuantificacién relativa de las proteinas RUNX1a, RUNX1b y RUNX1c. Los datos muestran que la
proteina RUNX1a se expresa en mayor medida que las proteinas RUNX1b y RUNX1c. Los datos
representan la media + SEM de 3 experimentos independientes.

1.3. Expresion de los genes de pluripotencia

La pluripotencia es una caracteristica esencial que permite la diferenciacion de las
hPSC a cualquier linaje celular. Una vez analizada la expresion ectépica y proteica de
las diferentes isoformas de RUNX1, que confirma que la transduccion lentiviral ha sido
eficiente, se procedi6 a analizar la pluripotencia de las lineas hiPSC, tanto por RT-PCR
para confirmar la presencia de genes enddégenos de pluripotencia como a nivel de
proteina mediante citometria de flujo.
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Por un lado, analizamos la expresién enddégena de los TF de pluripotencia OCT3/4,
SOX2, REX1 y NANOG por RT-PCR. Posteriormente, los productos resultantes fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa. La imagen resultante de la deteccién
de los genes enddégenos de pluripotencia muestra expresién de todos los genes
analizados en las lineas hiPSC (Figura 53).

B-ACTIN
Endo-SOX2

Endo-REX1

Endo-NANOG

: W—] Endo OCT4

Figura 53. Pluripotencia de las lineas hiPSC que sobre-expresan las isoformas de RUNX7 por RT-
PCR. Todas las lineas expresan los genes de pluripotencia SOX2, REX1, NANOGy OCTA4.

Por otra parte, mediante citometria de flujo, estudiamos la pluripotencia a nivel de
proteina de las diferentes lineas hiPSC con expresion de RUNX1a, RUNX1b y
RUNXT1c. Se emplearon los anticuerpos de superficie SSEA3 PE, SSEA4 APC, Trail-
60 PE, Tra1-81 APC y OCT3/4 FITC. Los graficos obtenidos por citometria de flujo y
analizados mediante FlowJo software muestran una expresién mayor del 80% de los
marcadores de pluripotencia analizados en todas las lineas hiPSC, excepto SSEA3
que presenta una expresién menor del 50% en la mayoria de los casos (Figura 54).
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Figura 54. Panel de expresion de los factores de pluripotencia a nivel de proteina de las lineas
iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c por citometria de flujo. Todas las
lineas muestran un procentaje mayor del 80% en la expresion de OCT3/4, SSEA4, TRA-1-81 y TRA-1-60,
excepto para SSEA3 cuya expresion es menor del 50% en iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-

RUNX1c.
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1.4. Diferenciacion hematopoyética

Para llevar a cabo la diferenciacién hematopoyética de las lineas iPS4F1-EV, iPS4F1-
RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c empleamos un protocolo de
diferenciacion en un medio definido en combinacion con diferentes citoquinas
hematopoyéticaszzs. Cultivamos las hiPSC y analizamos a dia 5, 8, 11 y 15 mediante
citometria de flujo la aparicion de progenitores endoteliales (CD34"VE-CAD*KDR™"), de
HEP (CD34"CD43"), que seria el equivalente in vitro al endotelio hemogénico in vivo, y
de progenitores hematopoyéticos (CD41a*CD45" y CD41a"CD235a"), ademas de
realizar a dia 8 ensayos de CFU hematopoyéticas.

1.4.1. Obtencion de progenitores endoteliales

La figura 55A muestra un diagrama representativo de la formacion de células
progenitoras endoteliales CD34"VE-CAD*KDR™ a partir del cultivo de hPSC y gréaficos
de puntos mostrando el andlisis por citometria de flujo de la poblacién celular que
origina los progenitores endoteliales CD34"VE-CAD*KDR".

A continuacion, representamos la cinética de obtencién de los progenitores
endoteliales de iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c
durante los dias 5, 8, 11 y 15 (Figura 55B). A dia 5, observamos un porcentaje
elevado, por encima del 80%, de todas las isoformas de RUNX1. A partir de dia 5, la
obtencién de estos progenitores disminuye, de igual manera que en la hematopoyesis
humana cuando las células se diferencian a células hematopoyéticas terminales. La
formacion de los progenitores endoteliales de iPS4F1-RUNX1a y iPS4F1-RUNX1c es
aun mas baja a dia 11 y 15, con respecto al resto de lineas celulares, lo que sugiere
que estas lineas presentan una diferenciaciéon hematopoyética mas avanzada con
respecto a la linea iPS4F1-RUNX1b.
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Figura 55. Analisis de los progenitores endoteliales de las lineas iPS4F1 con sobre-expresion de
las isoformas del gen RUNX1. A. Esquema representativo de la formacion de células endoteliales a
partir de hPSC vy graficos representativos de la poblacion celular, la viabilidad y los marcadores
endoteliales (CD34"VE-CAD'KDR") obtenidos por citometria de flujo. B. Cinética de obtencién de los
progenitores endoteliales a lo largo de la diferenciacién. A dia 5 el porcentaje de progenitores CD34*VE-
CAD'KDR" es mayor al 80%. En cambio, a partir de dia 5, la formacién de los progenitores disminuye,
simulando lo que ocurre en la hematopoyesis humana. Los datos representan la media + SEM de 3
experimentos independientes.

1.4.2. Obtencidon de progenitores hemato-endoteliales (HEP)

Tras la aparicion de los progenitores endoteliales derivados de hPSC, se inicia la
formacion de células HEP (CD34"CD43"), que posteriormente originara progenitores
hematopoyéticos.

La figura 56A muestra un esquema representativo de la formacién de HEP a partir del
cultivo de hPSC y gréficos de puntos de la poblacién celular y la obtencién de células
CD347CD43" por citometria de flujo.

Cuando analizamos la cinética de obtencion de los HEP en las lineas iPS4F1-EV,
iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c desde el dia 5 al 15,
observamos como la linea celular iPS4F1-RUNX1a incrementa la produccién de HEP
durante toda la diferenciacién respecto al control, alcanzando una mayor produccion
significativa a dia 11 (p<0.05). En cambio, las lineas iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c incrementan la formacion de HEP a dias tempranos de la diferenciacion
respecto al control, pero a partir de dia 11 mantienen una patrén similar a la linea
control iPS4F1-EV (Figura 56B).

146



147 | RESULTADOS

A
Mesoderm Hemato-endothelium
hPSC CD34* CD43*
CD34*
Cell Population Viable cells HEP
A = 98% w1 25% 62%
0
D
N
7AAD >

704

60+

50+ *

wof ff 1

301

20+

104
0-

%CD34*CD43* cells

N iPS4F1-EV

Il iPS4F1-RUNX1a
Il iPS4F1-RUNX1b
[ iPS4F1-RUNX1c

Day 5 Day 8 Day 11 Day 15

Figura 56. Analisis de HEP en las lineas iPS4F1 con expresion ectopica de las isoformas del gen
RUNX1. A. Esquema representativo de la formacion de HEP a partir de hPSC y gréficos representativos
de la poblacién celular, la viabilidad celular y las células CD34"CD43" obtenidas por citometria de flujo. B.
Cinética de obtencion de los HEP a lo largo de la diferenciacion. La linea iPS4F1-RUNX1a produce mayor
cantidad de HEP durante la diferenciacion respecto al control. Sin embargo, las lineas iPS4F1-RUNX1b y
iPS4F1-RUNX1c presentan una mayor formacién de HEP a dias tempranos de la diferenciacion. A partir
de dia 11, la obtencion de HEP es similar al control. Los datos representan la media + SEM de 3

experimentos independientes.
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1.4.3. Formacion de progenitores hematopoyéticos

Tras la generacion de HEP se lleva a cabo la formacion de progenitores
hematopoyéticos que dara lugar a la generacién de células hematopoyéticas
terminales. Estos progenitores comienzan a aparecer a dia 8 del protocolo de
diferenciacion. El progenitor bipotente CD41a*CD235a* formara células de linaje
eritroide (CD235a") y células de linaje megacariocitico (CD41a*). En cambio, el
progenitor hematopoyético CD41a*CD45" originara el resto de células mieloides y
linfoides.

La figura 57 muestra un diagrama de la formacion de los progenitores
hematopoyéticos derivados del cultivo de hPSC y graficos representativos de la
poblacion celular y la obtencidon de células CD41a*CD45" y CD41a*CD235a"
obtenidas por citometria de flujo.
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Figura 57. Esquema representativo de la formacion de células hematopoyéticas derivadas del
cultivo de hPSC y graficos representativos de la formacion de células CD41a*CD45" y
CD41a*CD235a" obtenidas por citometria de flujo.
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La figura 58A representa la cinética de formacion de las células hematopoyéticas
CD41a"CD45" y la figura 58B la cinética de obtencion de las células CD41a*CD235a"
derivadas de las lineas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-
RUNX1c durante los dias 8, 11 y 15.

Con respecto a las células CD41a*CD45", observamos que la isoforma RUNX7a
incrementa la produccién de los progenitores hematopoyéticos CD41a*CD45" a lo
largo de la diferenciacion respecto al control, siendo significativa (p<0.05) a dia 8. En
cambio, las isoformas RUNX1b y RUNX1c producen un mayor incremento de estos
progenitores a dias tempranos de la diferenciacién con respecto al control, siendo
mayor a dia 11.

Por otra parte, cuando analizamos los MEP, observamos que la isoforma RUNX7a 'y
RUNX1c producen una mayor cantidad de estos progenitores a dias tempranos de la
diferenciacién respecto al control, siendo significativa (p<0.001) a dia 8, pero a dias
tardios reducen la formacion de MEP de forma significativa (iPS4F1-RUNX1a con un
p<0.05 y iPS4F1-RUNX1c con un p<0.01) respecto a la linea control. La isoforma
RUNXT1b, a dias tempranos de la diferenciacion no produce ningun efecto respecto al
control, pero a dias tardios disminuye la produccién de estos progenitores, siendo
significativa esta reduccién a dias 11 (p<0.01) y 15 (p<0.001) respecto al control.
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Figura 58. Analisis de progenitores hematopoyéticos de las lineas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a,
iPS4F1-RUNX1b vy iPS4F1-RUNX1c. A. Cinética de obtencién de las células progenitoras
hematopoyéticas CD41a"CD45" a lo largo de la diferenciacién. B. Cinética de formacion de los MEP a lo
largo de la diferenciacion. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos independientes.
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Durante la diferenciacion a células hematopoyéticas realizamos ensayos de CFU a dia
8 de las diferentes lineas de hiPSC para estudiar la capacidad clonogénica de los
progenitores hematopoyéticos a lo largo de la diferenciacion.

1.4.4. Ensayos de CFU hematopoyéticos

A dia 8 de Ila diferenciacion hematopoyética se colectaron las células
CD34"CD43"CD41" procedentes del cultivo y se sembraron en medio semisélido
MethoCult™ SF H4436 para inducir la formacion de colonias hematopoyéticas. A partir
de 10 dias de cultivo celular comenzaron a aparecer las primeras CFU
correspondientes a las lineas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y
iPS4F1-RUNX1c. El reconocimiento de la estructura y morfologia de los distintos tipos
de CFU obtenidos se evalué siguiendo los criterios de la guia Atlas of Human
Hematopoietic Colonies, Stem Cell Technologie35°3.

La figura 59 muestra fotografias representativas por microscopia Optica de los
diferentes tipos de CFU obtenidos durante el cultivo celular:

» CFU-G, colonias pequenas formadas por células individuales y de color oscuro.

= CFU-M, colonias formadas por células individuales mas grandes y de color
brillante.

» CFU-GM, presentan una morfologia similar a la descrita anteriormente para las
colonias Gy M.

» CFU-E, colonias pequefias, normalmente no pueden distinguirse células
individuales y adquieren un color rojizo por la hemoglobinizaciéon de los
eritroblastos.

Las colonias GM estan originadas por progenitores bipotentes, pueden dar lugar
tanto a colonias M como a colonias G, por tanto son mas primitivas que las
colonias G, M y E que revelan la presencia de progenitores mas comprometidos,
con potencialidad unilinaje exclusivamente.

Figura 59. Ensayos de formacion de colonias hematopoyéticas a partir de hPSC. Imagenes
representativas de las colonias hematopoyéticas obtenidas por microscopia 6ptica.
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Ademas, representamos el contaje celular de las colonias hematopoyéticas obtenidas
en el cultivo de metilcelulosa (Figura 60). Observamos que las isoformas de RUNX1
presentan distintos potenciales clonogénicos. La isoforma RUNX7a reduce la
formacién de colonias hematopoyéticas respecto al control. El tipo de colonias
predominantes en esta isoforma son las colonias M. Sorprendentemente, la isoforma
RUNX1b no produce progenitores capaces de formar colonias hematopoyéticas,
llegando a ser significatico este resultado (p<0.05). En cambio, la isoforma RUNX1c
incrementa significativamente (p<0.05) la produccién de CFU respecto al control. El
tipo de colonias predominantes en esta isoforma son las colonias mixtas GM vy las
colonias M, respecto al control.
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Figura 60. Ensayos funcionales de los progenitores hematopoyéticos derivados de las lineas
iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b y iPS4F1-RUNX1c. La formaciéon de CFU en iPS4F1-
RUNX1a es menor al control. De manera sorprendente, la linea iPS4F1-RUNX1b no fue capaz de generar
colonias hematopoyéticas. Sin embargo, la linea iPS4F1-RUNX1c origind6 una mayor cantidad de CFU
respecto al control. A. Representacion grafica del contaje celular de CFU. B. Distribucién en porcentaje
de los diferentes tipos de colonias hematopoyéticas en las lineas iPS4F1-EV, iPS4F1-RUNX1a y iPS4F1-
RUNX1c. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos independientes.
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Objetivo 2. Optimizar la generacion de células hematopoyéticas de linaje
megacariocitico mimetizando el ambiente fisiologico de médula 6sea empleando
hPSC.

En primer lugar, se realizaron analisis de pluripotencia de las lineas H9 Neo y AND1
SCL por citometria de flujo para confirmar que estas lineas mantenian su
caracteristica de pluripotencia y poder diferenciarlas posteriormente a células de linaje
megacariocitico.

2.1. Analisis de pluripotencia

Para comprobar la pluripotencia de las lineas hESC, H9 y AND1 SCL, se estudi6 la
expresion de los marcadores celulares de pluripotencia mediante citometria de flujo.
Para ello, se utilizaron los anticuerpos de superficie SSEA3 PE, SSEA4 APC, Tra1-60
PE y Tra1-81 APC. Los datos obtenidos tras el analisis muestran una expresion mayor
del 80% para los marcadores de pluripotencia SSEA4 APC, Tra1-60 PE y Tral-81
APC en ambas lineas celulares. En cambio, para el marcador SSEA3 PE la expresion
es de un 40% en H9 y de un 45% en AND1 SCL (Figura 61).
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Figura 61. Expresion de los marcadores de pluripotencia analizados por citometria de flujo. Los
porcentajes de expresion de los marcadores SSEA4 APC, Tra1-60 PE y Tra1-81 APC son mayores al
80% en H9 y AND1 SCL. Sin embargo, la expresién de SSEAS3 se reduce en torno al 40% en H9 y en un
45% en AND1 SCL.
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2.2. Estudio del efecto de la hipoxia en la diferenciaciéon megacariocitica de
hPSC

Para estudiar el papel que desempefa la hipoxia en la diferenciacion de hPSC a
megacariocitos empleamos la linea celular H9, una linea hESC ampliamente usada en
nuestro laboratorio como modelo de estudio del desarrollo hematopoyético
embrionario?®: 244245 3/ en otros trabajos de diferenciaciones hematopoyéticas
derivadas de hESC'%": 242512,

Empleamos un protocolo de diferenciacion basado en la formacion de EBs y co-cultivo
con células OP9 para la formacion de células de linaje megacariociti00376. Este
protocolo ha sido optimizado en nuestro laboratorio para la generacion de
megacariocitosg46'247, y por tanto seria el ideal para estudiar el papel de la hipoxia en
diferenciacién a megacariocitos derivada de hESC.

De forma breve, se cultivé la linea H9 y durante la diferenciacién a megacariocitos bajo
las diferentes condiciones de O, se procedi6 al andlisis de progenitores
hematopoyéticos CD34" a dia 15 del cultivo. Posteriormente, estos progenitores se
cultivaron sobre células OP9 para originar células megacariopoyéticas. Las células
CD41a"CD42b™ aparecieron a partir de dia 18 y su expresion fue analizado hasta dia
32.

2.2.1. Obtencion de células progenitoras hematopoyéticas CD34*

Durante el proceso de diferenciacién, se analiz6 la viabilidad celular y la expresion de
progenitores hematopoyéticos CD34" a dia 15 por citometria de flujo.

La figura 62 muestra un diagrama de la formacion de células CD34" derivadas de
hPSC junto con unas imagenes representativas de la viabilidad celular y la produccién
de progenitores CD34" por citometria de flujo.
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Figura 62. Representacion esquematica de la formacién de células progenitoras CD34" derivadas
de hPSC vy graficos de la viabilidad celular y expresién de progenitores CD34" obtenidos por
citometria de flujo.
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Los resultados obtenidos muestran que la hipoxia reduce la viabilidad celular de la
linea HY significativamente (p<0.0001) respecto al control. El 2% O, condicién mas
restrictiva, causa un mayor descenso de la viabilidad celular en los cultivos (Figura
63A). En cambio, la hipoxia incrementa la produccién de progenitores
hematopoyéticos CD34" de manera significativa (p<0.0001), siendo la condiciéon del
2% O2 la que produce un mayor incremento de estos progenitores (Figura 63B). En
base a estos resultados, deducimos que la hipoxia produce una reducciéon de la
viabilidad celular seleccionando progenitores hematopoyéticos CD34" mas eficientes y
funcionales.
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Figura 63. Viabilidad celular y obtencién de células CD34" derivadas de la linea celular H9. A. La
hipoxia reduce la viabilidad celular del cultivo, siendo mayor al 2% O,. B. La hipoxia promueve una
seleccién eficiente de progenitores CD34", incrementando su produccién, en especial al 2% O,. Los datos
representan la media £+ SEM de 3 experimentos independientes.

2.2.2. Formacion de células CD41a*CD42b" de linaje megacariocitico

A lo largo de la diferenciacion hacia megacariocitos, se analizé por citometria de flujo
la expresién de los marcadores celulares de superficie especificos de linaje
megacariocitico, CD41a y CD42b.

La figura 64 muestra un digrama de la formacion de células de linaje megacariocitico
derivadas de hPSC y graficos de puntos de la obtencion de células CD41a*CD42b*
obtenidas por citometria de flujo.
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Figura 64. Diagrama de la formacién de células CD41a"CD42b"* e imagenes representativas de la
expresion de los marcadores celulares CD41a* y CD42b" obtenidos por citometria de flujo.

A continuacién, se representa el andlisis del numero de células megacariociticas
CD41a"CD42b" obtenidas durante la fase de co-cultivo con células OP9 desde el dia
18 al 32.

Los resultados obtenidos muestran como la condicion fisiologica (2% O2- 5% Op)
produce un incremento de células megacariociticas CD41a*CD42b™ respecto al control
y al resto de condiciones, siendo significativo (p<0.001) este incremento y alcanzando
su maximo a dia 25 de la diferenciacion (Figura 65A).

Cuando representamos la cinética del nimero de plaquetas CD41a"CD42b",
observamos como a dias mas tempranos de la diferenciacién no se produce ningun
efecto con respecto al control. En cambio, a partir de dia 25 del cultivo, la condicidén
fisiologica (2% O2- 5% O2) aumenta la produccion de plaquetas CD41a"CD42b",
siendo significativo (p<0.001) este incremento respecto al control (Figura 65B).
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Figura 65. Analisis de células CD41a*CD42b" de linaje megacariocitico derivadas de la linea celular
H9. A. Cinética de obtencién de megacariocitos CD41a’CD42b* a lo largo de la diferenciacion. La
condicion fisioldgica (2% O,- 5% O) incrementa la formacion de células CD41a*CD42b™ respecto al
control y al resto de condiciones experimentales. B. Cinética de formacion de plaquetas CD41a"CD42b" a
lo largo de la diferenciacion. No se observa efecto a dias tempranos de la diferenciacién con respecto al
control. En cambio, a partir de dia 25 la condicion fisiolégica (2% Oo- 5% O,) incrementa la formacién de
células CD41a"CD42b" respecto al control y al resto de condiciones experimentales. Los datos
representan la media £ SEM de 3 experimentos independientes.
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2.3. Estudio del efecto combinado de la hipoxia y la expresion de SCL en la
diferenciacion megacariocitica de hPSC.

En base a los datos obtenidos sobre el efecto positivo de la hipoxia en la
diferenciacién megacariocitica de hESC, quisimos potenciar estos resultados al
combinarlos con la expresion ectépica de SCL, regulador esencial de la
megacariopoyesis. Para estudiar el efecto combinado de la hipoxia y SCL, se emple6
la linea AND1 SCL, previamente utilizada para la optimizacion de la formacién de
megacariocitos y reportada como una mejor opcion a otras lineas hESC en la
obtencion de células CD41a*CD42b* 246247,

El procedimiento a seguir en la diferenciacion de AND1 SCL hacia megacariocitos fue
el mismo que con la linea H9. AND1 SCL se cultivo bajo diferentes condiciones de Oz
y a dia 15 se analiz6 la obtencion de células CD34", que posteriormente se cultivaron
con células OP9 para dar lugar a células CD41a*CD42b", cuya expresion se analizd
durante los dias 18, 22, 25, 28 y 32.

2.3.1. Obtencion de células progenitoras hematopoyéticas CD34*

A dia 15 del cultivo celular, se analizdé la viabilidad celular y la expresion de
progenitores hematopoyéticos CD34".

Los datos resultantes muestran que la hipoxia causa una reduccidén significativa
(p<0.0001) de la viabilidad celular de la linea AND1 SCL respecto al control. El 2% Oy,
reduce la viabilidad celular de los cultivos en mayor medida (Figura 66A). Por el
contrario, la hipoxia aumenta significativamente (p<0.0001) la generacion de
progenitores CD34", siendo mayor el incremento al 2% O» (Figura 66B). Por tanto, la
hipoxia reduce la viabilidad celular del cultivo pero seleccionando progenitores
hematopoyéticos CD34" mas funcionales. Estos resultados confirman los
anteriormente obtenidos en la linea H9.
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Figura 66. Analisis de la viabilidad celular y la generacién de progenitores hematopoyéticos CD34*
derivados de AND1 SCL. A. La hipoxia causa una reduccion de la viabilidad celular del cultivo, en
especial al 2% O,. B. La hipoxia selecciona progenitores CD34" mas eficientes. Los datos representan la
media + SEM de 3 experimentos independientes.
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2.3.2. Formacién de células megacariociticas CD41a*CD42b*

A lo largo de la diferenciacién megacariopoyetica se examiné la generacion de células
CD41a*CD42b" de la linea AND1 SCL.

La figura 67A representa la cinética de células megacariociticas CD41a*CD42b"
analizadas durante la diferenciacién. Los resultados obtenidos muestran que la hipoxia
reduce la formacién de células megacariociticas CD41a*CD42b" a dias tempranos de
la diferenciacion, respecto al control. En cambio, a partir de dia 28 la hipoxia tiende a
aumentar ligeramente la obtencion de células CD41a*CD42b", siendo significativo
(p<0.001) este incremento respecto al control. Estos resultados son opuestos a lo que
esperabamos obtener tras combinar la hipoxia y la expresion de SCL.

Por otro lado, cuando analizamos el nimero de plaguetas CD41a*CD42b",
observamos que la hipoxia tiende a aumentar ligeramente la obtencién de estas
células de forma significativa a partir de dia 28 (p<0.001), como ocurria en las células
megacariociticas CD41a"*CD42b". La condicion fisiologica (2% Oz- 5% O2) y el 5% Oo
parecen tener mas efecto de manera significativa (p<0.05, p<0.001) a dias tempranos
de la diferenciacion (Figura 67B).
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Figura 67. Analisis de células CD41a*CD42b" derivadas de AND1 SCL. A. Cinética de obtencién de

megacariocitos CD41a"CD42b"* a lo largo de la diferenciacién. B. Cinética de formacién de plaquetas
CD41a"CD42b" durante la diferenciacién. Los resultados representan la media = SEM de 3 experimentos
independientes.
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Los datos obtenidos al combinar las bajas tensiones de O» y la expresién de SCL
durante la formacién de megacariocitos CD41a*CD42b*, sugieren que la expresion de
SCL se ve afectada por la hipoxia, y esta es la razon por la que se reduce la formacién
de células CD41a"CD42b". Hay trabajos que reportan la degradacion de SCL bajo
condiciones de hipoxia en otros tipos celulares®®, lo que nos llevo a pensar que SCL
podria estar degradandose cuando AND1 SCL era expuesta a bajas tensiones de Oz
durante la diferenciacion. Para determinar la expresion de la proteina SCL realizamos
la técnica de western blot.

2.3.3. Analisis de la degradacion de SCL por hipoxia

Para evaluar si la proteina SCL es degradada bajo hipoxia, se cultivd la linea AND1
SCL durante 6 dias al 2% Oz y al 5% O..

Los resultados obtenidos muestran una reduccién de la expresion proteica de SCL
bajo condiciones de hipoxia, siendo mayor durante el paso del tiempo. Bajo la
condicién mas restrictiva, al 2% O, la degradacién proteica es aun mas acentuada,
perdiéndose por completo la expresion de SCL a partir del tercer dia (Figura 68).
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Figura 68. Degradacion de la proteina SCL bajo condiciones de hipoxia. Imagen de la expresion
proteica de SCL obtenida por western blot. La hipoxia acelera la degradacién de SCL con el paso del
tiempo, especialmente el 2% Oo.

Ademas, mostramos una cuantificacion relativa de la proteina SCL al 5% Oy al 2%
O.. Los datos obtenidos, significativos respecto al control (p<0.001), confirman los
resultados ya observados en la imagen de Western Blot (Figura 69). Estos datos
constatan nuestra teoria sobre la pérdida de expresion de SCL bajo condiciones de
hipoxia.
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Figura 69. Cuantificacion relativa de la proteina SCL en condiciones de hipoxia. Estos datos
confirman los resultados observados en la imagen anterior. SCL es degradado bajo condiciones de
hipoxia. Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes.

Para complementar los resultados obtenidos, analizamos las posibles vias de
degradaciéon de SCL usando varios inhibidores que afectan a la fosforilacion de la
proteina (PD 98059 y LY 294002) y a su degradacién por el proteosoma (MG132). La
linea AND1 SCL fue cultivada al 2% O durante 24h, en presencia de los inhibidores
de la ruta transcripcional de SCL.

La imagen obtenida por western blot, muestra que PD 98059 (inhibidor de MAPK-K1) y
MG132 (Inhibidor de la degradacion del proteosoma) rescatan la expresion de la
proteina SCL. En cambio, LY 294002 (inhibidor de PI3K) no produce ningun efecto en
la expresion de SCL. Por tanto, comprobamos que SCL es activado por fosforilacion
mediada por MAPK-K1, causando su degradacién por el proteosoma (Figura 70).

AND1 SCL

20% 02 2% 02

PD 98059 MG132 LY 294002

p-ACcTIN | GRS G A S

Figura 70. Analisis de las vias de degradacion de la ruta transcripcional de SCL. La imagen
obtenida por western blot muestra que los inhibores PD 98059 y MG 132 rescatan la funcién de la
proteina
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Para completar estos resultados, representamos la cuantificaciéon relativa de SCL,
cuyos datos confirman los resultados ya observados en la imagen por western blot, PD
98059 y MG132 inhiben el efecto de la hipoxia en la ruta transcripcional de SCL,
rescatando su expresion proteica de forma significativa (p<0.01) (Figura 71).
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Figura 71. Cuantificacion relativa de la proteina SCL en condiciones de hipoxia. Los datos obtenidos
confirman que SCL es fosforilada por MAPK-K1 y activada para ser degradada por el proteosoma bajo
condiciones de hipoxia. Los resultados representan la media + SEM de 3 experimentos independientes.

Tras confirmar que SCL también es degradado por hipoxia en hPSC, podemos
concluir que la reduccion de la obtencion de megacariocitos CD41a*CD42b" en la
linea AND1 SCL se debe a la degradacién de la proteina al ser sometida a
condiciones de hipoxia.
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Objetivo 3. Generar y validar modelos humanos de enfermedades
hematopoyéticas a partir de hPSC.

Una de las posibles aplicaciones de las hiPSC es la generacidon de modelos de
enfermedad permitiendo a los investigadores profundizar en el estudio de la evolucién
de dicha enfermedad y el disefio de nuevos farmacos para su tratamiento. Por eso,
decidimos completar el desarrollo de este proyecto llevando a cabo la generacion y
validacién de dos modelos de trastornos plaquetarios a partir de las células de sus
propios pacientes.

3.1. Generacion de un modelo humano del Trastorno plaquetario familiar con
neoplasia mieloide asociada (FPDMM).

Dado que uno de los objetivos de este proyecto es el estudio del papel de RUNX1 en
la hematopoyesis, decidimos profundizar en el estudio de este gen llevando a cabo la
generacion de un modelo humano de FPDMM causado por mutaciones en el locus
RUNX1. Para ello realizamos la reprogramacion celular de las PBMC de una paciente
que porta la mutaciéon p.Thr196Ala en el exdn 6 de RUNXT.

La reprogramacion celular se realizd6 a partir del aislamiento de las PBMC de la
paciente, que posteriormente fueron transducidas con los SeV que portan los factores
de reprogramacion de Yamanaka'?"® y cultivadas dias después sobre hMSC para su
expansion. Desde el dia 4 hasta el dia 20 post-transduccion, las células se cultivaron a
37 °C, 5% O2 y 5% de CO». A partir del dia 13 post-transduccion, las primeras colonias
de hiPSC comenzaron a emerger. A partir del dia 20, las células se cultivaron a 37 °C,
20% Oz y 5% de CO,, y dias mas tarde se aplicaron temperaturas de 39 °C para
eliminar por completo los SeV termosensibles, permitiendo asi la seleccion y
expansion de diversos clones supervivientes durante el proceso de reprogramacion.

3.1.1. Seleccion y expansion clonal post-transduccion con SeV

Una vez que las PBMC son transducidas con los SeV portando los factores de
reprogramacion OCT3/4, SOX2, KLF4 y c¢-MYC comienza el proceso de
transformacion de células somaticas a hiPSC, atravesando diferentes estadios
tempranos y tardios hasta la maduracién definitiva de las hiPSC.

La figura 72 muestra un diagrama de la transicién del proceso de reprogramacién
celular, desde la transduccién de las PBMC de la paciente hasta la formacion y
maduracién de las colonias hiPSC. Junto al diagrama se muestran fotografias
representativas de los diferentes estadios de la reprogramacién tomadas a
microscopia Optica. Las PBMC, células pequefas redondeadas y brillantes se
convierten en intermediarios tempranos, células mas alargadas y con morfologia
irregular que posteriormente se transforman en intermediarios tardios e iPSC
inmaduras adquiriendo una morfologia de colonia pluripotente hasta que finalmente
maduran y originan las colonias iPSC con bordes definidos y estructura pluripotente.
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Figura 72. Transicion de PBMC a iPSC maduras durante la reprogramacion celular. Las PBMC se
transforman en colonias iPSC maduras después de la transduccién con SeV que portan los factores de
reprogramacion. A partir de dia 13 post-transduccion comienzan a aparecer las primeras colonias hiPSC
de la paciente con la morfologia tipica de una célula hPSC.

A partir del dia 22 post-transduccion, se llevd a cabo la seleccion y expansion de 6
clones de hiPSC de la paciente: clon 2, 8, 32, 69, 70 y 73. La figura 73 muestra
imagenes representativas de la morfologia de las colonias hiPSC de los clones
seleccionados. Todos los clones muestran una morfologia y estructura pluripotente.
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Figura 73. Imagenes representativas de los clones iPSC establecidos y seleccionados durante la
reprogramacion celular de la paciente.
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Finalmente, seleccionamos el clon 73 para el establecimiento de la linea hiPSC de
FPDMM (FPD-PBMC-iPSC4F73). Una vez establecida la linea FPD-PBMC-iPSC4F73
en cultivo, se desarrollaron diversas técnicas para llevar a cabo la caracterizacion de la
linea celular.

3.1.2. Analisis mutacional del locus RUNX1

Tras aislar el ADN gendémico de las PBMC de la paciente, de la linea FPD-PBMC-
iPSC4F73 y de linea control PBMC1-iPS4F1 se realizé un andlisis de secuenciacion
para determinar la presencia de la mutacién p.Thr196Ala en el exdén 6 del locus
RUNX1. Los electroferogramas resultantes de la secuenciacion confirmaron la
presencia de la mutacién heterocigota en las PBMC de la paciente y en la linea celular
FPD-PBMC-iPSC4F73 generada (Figura 74).

Control hiPSC line FPD-PBMC-iPSC4F73
Thr

Thr/Ala

PBMC
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Figura 74. Analisis de secuenciacion de la linea celular FPD-PBMC-iPSC4F73. Electroferogramas
resultantes de la secuenciacion confirman la variante p.Thr196Ala en las PBMC de la paciente y en la
linea celular generada. En la imagen se remarca con un cuadrado negro la secuencia silvestre y con un
cuadrado rojo la secuencia mutada.

3.1.3. Analisis de STR

Para determinar la identidad genética de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 y las PBMC
de la paciente, se realiz6 un andlisis de polimorfismo comparando 15 loci y el
marcador Amelogenina para identificar el género de la lineas celulares.

Los datos resultantes verificaron que la linea hiPSC generada conservaba el perfil
genético e idéntico a las PBMC de la paciente con FPDMM.

La tabla 3.1.3 muestra los 15 loci analizados en ambas muestras para determinar la
huella genética y el marcador Amelogenina.
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Tabla 3.1.3. Analisis de STR de las células originales de la paciente (FPD-PBMC) y la linea
generada (FPD-PBMC-iPSCA4F73). Los datos resultantes confirman la identidad genética de ambas
muestras celulares.

D8S1179| D21S11 |D7S820 ( CSF1P0 | D3S1358 THO1 |D13S317 [D16S539(D2S1338| D19S433| VWA | TPOX |D18S51 | D5S818| FGA |AMEL

, 16 |28, 332 |9, 11|10, 11|15 186, 9 (11, 12 |10, 1318, 19|11, 14 (15, 17|11, 11(16, 19[11, 12|19, 27 (X X

GEDREEN 13, 16 |28, 332 |9, 11|10, 11|15, 186, 9 (11, 12 |10, 1318, 19|11, 14 (15, 17|11, 11(16, 19(11, 12|19, 27 (X X

Una vez comprobado que la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 preservaba la identidad
genética de las células originales, las PBMC de la paciente, se procedi6 a verificar el
silenciamiento de los SeV y los factores de reprogramacion.

3.1.4. Silenciamiento de los factores de reprogramacion

Se analiz6 el silenciamiento de los factores de reprogramacion exégenos por PCR de
las linea FPD-PBMC-iPSC4F73, la linea PBMC1-iPS4F1 (control negativo) y las
PBMC a dia 4 post-transduccion (control positivo). La imagen resultante muestra la
pérdida completa de la expresion exdégena de SeV, c-MYC, KOS y KLF4 (Figura 75).
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Figura 75. Analisis del silenciamiento de los genes de reprogramacion por RT-PCR. La linea FPD-
PBMC-iPSC4F73 muestra pérdida completa de expresién de SeV y de los factores exdgenos c-MYC,
KOS y KLF4. B3-ACTIN fue usada como control de carga.

A continuacion, se realizaron estudios de pluripotencia, tanto a nivel de expresion
génica por RT-PCR como a nivel de expresion proteica por citometria de flujo, y asi
comprobar que la reprogramacion de las células sométicas de la paciente ha sido
eficiente, generando lineas hiPSC con capacidad de pluripotencia. Ademas, se
realizaron ensayos de la actividad fosfatasa alcalina, una técnica cualitativa y
cuantitativa indicadora de la pluripotencialidad de las células.
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3.1.5. Estudio de pluripotencia

En primer lugar, se analizé la expresion endégena de los genes OCT3/4, SOX2, REX1
y NANOG de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante RT-PCR. La linea PBMC1-
iPS4F1 se utiliz6 como control positivo y las PBMC de la paciente como control
negativo. La imagen resultante confirmé que la linea hiPSC generada habia adquirido
la capacidad pluripotente al expresar los genes enddégenos de pluripotencia (Figura
76A).

Por otro lado, se estudidé la expresiébn de marcadores celulares de pluripotencia
caracteristicos como SSEA3, SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y OCT3/4 por citometria de
flujo. Tras el andlisis, los datos resultantes muestran que la linea FPD-PBMC-
iPSC4F73 expresa SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y OCT3/4 en un porcentaje mayor del
75%. En cambio, la expresién de SSEA3 se reduce a un 37% (Figura 76B).
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Figura 76. Estudio de pluripotencia de linea celular FPD-PBMC-iPSC4F73. A. Expresion de los genes

endogenos de pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG por RT-PCR. B. Expresién de los
marcadores de pluripotencia SSEA3, SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y OCT3/4 por citometria de flujo.
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3.1.6. Analisis de la actividad enzimatica fosfatasa alcalina

Tras cultivar las células FPD-PBMC-iPSC4F73 durante 5 dias a 37°C, se determind la
actividad enzimatica para la fosfatasa alcalina mediante Alkaline phosphatase
detection kit. La linea celular hiPSC mostré actividad positiva para la tincion de
fosfatasa alcalina, adquiriendo un color rosado, indicativo de la actividad enzimatica
(Figura 77).

Figura 77. Analisis de la actividad enzimatica fosfatasa alcalina. A la izquierda, se muestra imagenes
del cultivo celular obtenidas por microscopia Optica. A la derecha, se muestra imagenes resultantes del
ensayo para la fosfatasa alcalina obtenidas en el Microdisector Laser Zeiss PALM Microbeam.

Una vez confirmada la pluripotencia de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73, se llevaron a
cabo andlisis citogenéticos para comprobar que la linea presentaba un cariotipo
normal, en este caso 46 XX.

3.1.7. Estudio citogenético por bandeo GTG

El analisis cromosémico de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante la técnica de
bandeo GTG confirmé que presentaba un cariotipo normal, 46 XX (Figura 78).
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Figura 78. Cariotipado de la linea celular FPD-PBMC-iPSC4F73. La linea celular presenta un cariotipo
normal, 46 XX.
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Posteriormente, se llevaron a cabo otras técnicas de pluripotencialidad de la linea
FPD-PBMC-iPSC4F73 mediante ensayos de diferenciacion in vitro e in vivo, para
comprobar que la linea hiPSC generada tiene la capacidad de diferenciarse hacia las
tres capas germinales del embrion (ectodermo, mesodermo y endodermo).

3.1.8. Ensayos de diferenciacion in vitro

Para testar la capacidad de diferenciacion in vitro de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73 a
las 3 capas germinales del embrién, realizamos ensayos de formacién de EBs. A los
16 dias de cultivo, los EBs se colectaron para llevar a cabo andlisis histoldgicos e
inmunocitoquimicos. La figura 75 muestra imagenes representativas del cultivo de EBs
obtenidas por microscopia Optica junto con las imagenes resultantes del analisis
histolégico por H&E e inmunocitoquimico por B-lll-tubulina (ectodermo), vimentina
(mesodermo) y CKAE1-EAS3 (endodermo). Los resultados confirman positividad para la
expresion de los marcadores celulares especificos de las tres capas germinales del
embrion, confirmando la capacidad de diferenciacién in vitro de la linea FPD-PBMC-
iPSC4F73 (Figura 79).

H&E 150 um

Figura 79. Formacion de EBs in vitro. En la parte superior se muestran imagenes del cultivo de EBs
durante 16 dias. En la parte inferior se muestran las tinciones inmunocitoquimicas de endodermo
(CKAE1-AES3), mesodermo (Vimentina) y ectodermo (B-1lI-Tubulina). Los resultados confirman que la linea
FPD-PBMC-iPSC4F73 posee capacidad de diferenciacion in vitro a las 3 capas germinales del embrién.

Tras confirmar la capacidad de diferenciacion in vitro de la linea FPD-PBMC-
iPSC4F73, se realizaron ensayos de diferenciacion in vivo en ratones
inmunodeficientes mediante la formacién de teratomas.
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3.1.9. Ensayos de diferenciacion in vivo

Se realizaron ensayos de formacion de teratomas en ratones inmunodeficientes para
estudiar la capacidad de diferenciacion in vivo de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73. A las
10 semanas post-implantacion, se colectaron los teratomas para ser analizados tanto
por técnicas histolégicas como inmunocitoquimicas. Las imagenes resultantes
mostraron positividad para la tincion H&E y para la inmunotincion B-lll-tubulina,
vimentina y CKAE1-EA3. Ademaés, se muestran estructuras especificas de las tres
capas germinales: epitelio ciliado (endodermo), cartilago (mesodermo) y rosetas
neurales (ectodermo) (Figura 80).
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Figura 80. Ensayos de diferenciacion in vivo por formacién de teratomas. Las secciones histolégicas
obtenidas tras la extraccion de teratomas en ratones NOD/LtSz-scid interleukin-2Ry-/- muestran
positividad para CKAE1-AE3 (endodermo), Vimentina (mesodermo) y B-1lI-Tubulina (ectodermo).

Tras finalizar con éxito la caracterizacién celular de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73,
podemos concluir que hemos logrado generar un modelo humano de FPDMM que
presenta una mutacion no descrita, lo cual nos permitird estudiar el desarrollo de la
enfermedad y los efectos que produce en ella esta mutacién. La generacion de este
modelo nos permitird en un futuro aplicar nuevas terapias para el tratamiento de esta
enfermedad, como la correccion fenotipica mediante terapia génica o ensayo de
nuevos farmacos.



RESULTADOS
Validacion del modelo humano BSS

3.2. Validar el rescate génico del modelo humano del Sindrome de Bernard-
Soulier (BSS).

Mediante la reprogramacién celular de las PBMC de varios pacientes con BSS que
presentan diferentes mutaciones en GP9, hemos logrado generar varios modelos
humanos de BSS®® %,

En este proyecto, nos centramos en la linea generada BSS2-PBMC-iPS4F24 que
.y, 66 , .. .

porta la mutacion p.Asn45Ser-". Esta linea fue rescatada fenotipicamente mediante
terapia génica con lentivirus que expresaban de forma ectépica el gen silvestre. El
siguiente paso fue la validacién del rescate génico del modelo BSS y para ello se
requiere la comprobacion de la eficacia de la transduccion lentiviral, la verificacion de
que las lineas transducidas mantienen su capacidad pluripotente y la generacion de
células de linaje megacariocitico que confirmen el rescate fenotipico de la mutacion.

3.2.1. Expresion del gen GP9

Se determiné la expresion de GP9 por PCR tras la transduccién lentiviral de la linea
BSS2-PBMC-iPS4F24. La imagen resultante obtenida por electroforesis mostrd
expresion del gen GP9, por tanto se confirmd que la transduccion de la linea celular
BSS2-PBMC-iPS4F24 habia sido eficiente (Figura 81).
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Figura 81. Expresion génica de GP9 en la linea celular BSS2 GP9. La imagen resultante confirma que
la linea BSS2 GP9 ha sido transducida eficientemente al expresar GP9, respecto al control.

Posteriormente, tras verificar la expresion de GP9 en la linea BSS2 GP9, se procedio
a analizar la pluripotencia de la linea control BSS2 EV y BSS2 GP9 para comprobar
que conservaban la pluripotencia de la linea original BSS2-PBMC-iPS4F24,
caracteristica fundamental para llevar a cabo la formacion de megacariocitos mediante
un protocolo de diferenciacién especifico a linaje megacariocitico.
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3.2.2. Pluripotencia de las lineas BSS2

Por una parte, se comprobé que las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9 mantenian la
pluripotencia mediante el analisis de la expresiébn endbégena de los genes de
pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1 y NANOG por RT-PCR. La imagen resultante
confirmé que las lineas hiPSC expresaban los genes de pluripotencia (Figura 82).
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Figura 82. Analisis de pluripotencia de las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9 por RT-PCR. Las lineas
celulares expresan los genes de pluripotencia OCT3/4, SOX2, REX1y NANOG.

Por otro lado, mediante citometria de flujo, se analiz6 la pluripotencia a nivel de
proteina de las lineas celulares BSS2 EV y BSS2 GP9 midiendo la expresion de los
marcadores celulares SSEA4, SSEAS3, TRA-1-81 y TRA-1-60.

Los resultados obtenidos de la citometria mostraron una expresion mayor del 80%
para los marcadores de pluripotencia SSEA4, TRA-1-81 y TRA-1-60. En cambio, la
expresion de SSEA3 fue mas reducida, mayor del 70% en la linea control del paciente
y en torno al 30% en la linea BSS2 GP9 (Figura 83).
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Figura 83. Pluripotencia de las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9 po citometria de flujo. Las lineas BSS2
EV y BSS2 GP9 expresan los marcadores de pluripotencia SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y TRA-1-60.

Una vez comprobada la pluripotencia de las lineas, se llevaron a cabo las pertinentes
diferenciaciones megacariociticas para validar el rescate fenotipico de la linea BSS2
GP9 mediante el uso de un protocolo de diferenciacién mas actual y eficiente que el
protocolo anterior basado en la formacién de EBs y co-cultivo con células OP9%"®. Este
protocolo estd basado en la transduccién lentiviral de hPSC mediante la expresién
ectopica de TF esenciales en el proceso de megacariopoyesis380. Las células se
mantuvieron en cultivo durante un mes en un medio definido (CellGRO SCGM) en
combinacion con diferentes citoquinas hematopoyéticas. Se llevaron a cabo analisis de
citometria durante los dias 9, 20, 26 y 30 de los progenitores hematopoyéticos CD34",
los progenitores megacariociticos CD34"CD41a™ y de las células megacariociticas
CD41a"CD42a™.
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3.2.3. Diferenciacion a células de linaje megacariocitico

Los pacientes con BSS carecen de la proteina GPIX/CD42a, por tanto para validar el
rescate génico de la linea BSS2 GP9 se llevé a cabo la diferenciacion a células
progenitoras CD34%, a progenitores megacariociticos y a células de linaje
megacariocitico tanto de la linea rescatada (BSS2 GP9) como de la linea control del
paciente (BSS2 EV). Como control positivo de la diferenciacion empleamos la linea
control sana (iBOB) que fue cedida por el laboratorio del Dr. Ouwehand (University of
Cambridge).

3.2.3.1. Obtencion de células progenitoras hematopoyéticas CD34"

Durante la diferenciacién a megacariocitos, se analiz6 la formacién de progenitores
hematopoyéticos CD34".

La figura 84 muestra un diagrama de la formacion de células CD34" a partir de hPSC
junto con graficos de puntos de la obtencion de células hematopoyéticas CD34" por
citometria de flujo.
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Figura 84. Células progenitoras hematopoyéticas CD34". Diagrama de la obtencién de progenitores
CD34" e imagenes representativas obtenidas por cartometria de flujo

Cuando analizamos la cinética de obtencion de progenitores CD34" observamos que
la linea celular rescatada, BSS2 GP9, produce mas células progenitoras CD34" a dias
tempranos de la diferenciacion, respecto a la linea control del paciente, BSS2 EV y
respecto a la linea control sana, iBOB. A partir de dia 20, la formacioén de progenitores
hematopoyéticos CD34" de la linea BSS2 GP9 es ligeramente mayor a la linea BSS2
EV, alcanzado su maximo a dia 20 de la diferenciacion.



RESULTADOS
Validacion del modelo humano BSS

A partir de dia 30, la obtencion de progenitores CD34" se reduce significativamente
con respecto a la linea control el paciente (p<0.01). En cambio, respecto a la linea
control sana, el porcentaje obtenido de células CD34" es méas reducido en ambas
lineas, BSS2 EV y BSS2 GP9 (Figura 85).
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Figura 85. Formacion de células progenitoras hematopoyéticas CD34". Cinética de obtencién de
células CD34". BSS2 GP9 produce mas células CD34" respecto a la linea BSS2 EV. En cambio, respecto
a la linea iBOB, la obtencién de células CD34* es mas reducida tanto en BSS2 EV como en BSS2 GP9.
Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. La estadistica se ha realizado
respecto a la linea control del paciente, BSS2 EV.

3.2.4.2. Obtencion de progenitores megacariociticos CD34*CD41a"*

Durante la diferenciacion terminal a células de linaje megacariocitico, se analiz6 la
expresion de progenitores megacariociticos CD34"CD41a™.

La figura 86A muestra un diagrama de la obtencion de estos progenitores junto con
imagenes representativas de la expresion de CD34'CD41a" obtenidas por citometria
de flujo.

La figura 86B muestra la cinética de produccion de los progenitores megacariociticos
CD34'CD41a*. Observamos que la linea rescatada produce mas células
CD34"CD41a" a dias tempranos de la diferenciacién alcanzando su maximo a dia 20
(p<0.01), respecto a la linea control del paciente. A partir de dia 26, la linea BSS2 GP9
disminuye la formacién de progenitores megacariociticos de forma significativa
(p<0.05), respecto al control BSS2 EV. Si comparamos la obtencién de progenitores
megacariociticos con la linea control sana, observamos que a dia 9 la expresion es
mayor en BSS2 EV y en BSS2 GP9. En cambio, a partir de dia 20 la expresion de
CD34"CD41a"* es menor con respecto al control sano.
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Figura 86. Formacién de células progenitoras megacariociticas CD34'CD41a*. A. Diagrama
representativo de la formacién de CD34°CD41a* y gréaficos de puntos de la obtencién de progenitores
megacariociticos por citometria de flujo. B. Cinética de produccién de los progenitores megacariociticos
CD34*"CD41a"* obtenidos durante la diferenciaciéon. BSS2 GP9 aumenta la formacion de progenitores
megacariociticos respecto a BSS2 EV alcanzando su maximo a dia 20, y disminuyendo a partir de dia 26.
Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. Estadistica respecto a la linea
control del paciente, BSS2 EV.
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3.2.4.3. Formacion de células CD41a*CD42a" de linaje megacariocitico

A lo largo de la diferenciacién, se analizd la expresidbn de células de linaje
megacariocitico CD41a"CD42a™.

La figura 87 muestra un diagrama representativo de la obtencion de células
CD41a"CD42a™ junto con imagenes representativas por citometria de flujo de la
expresion de CD41a"CD42a" tanto de la linea control del paciente (BSS2 EV) como de
la linea rescatada (BSS2 GP9). Las imagenes resultantes de la citometria muestran
como la linea BSS2 EV no produce células doble positivo por la ausencia de expresion
de CD42a. En cambio, la linea BSS2 GP9 origina células CD41a"CD42a", lo que
sugiere que se ha logrado el rescate fenotipico esperado.
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Figura 87. Obtencion de células de linaje megacariocitico CD41a*CD42a*. Diagrama de la obtencion

de células CD41a’CD42a" e imagenes representativas de la formacién de células CD41a*CD42a*
obtenidas por citometria de flujo.
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En primer lugar analizamos la expresion de células CD41a", y comprobamos que la
linea control del paciente no presenta problema para originar células CD41a",
alcanzando su maximo a dia 20 y disminuyendo su produccion a dias posteriores. La
linea rescatada, BSS2 GP9 presenta una mayor produccién de células CD41a"
respecto a BSS2 EV y de forma significativa a dia 20 (p<0.05) y a dias 26 y 30
(p<0.001). Ademas, la producciéon de células CD41a* de BSS2 GP9 es similar a la
linea control sana, iBOB (Figura 88A).

Por otra parte, cuando analizamos la obtencion de células CD42a* para comprobar si
la linea rescatada recupera la expresién de GPIX/CD42a, observamos que la linea
BSS2 EV no tiene la capacidad de generar este tipo de células por su deficiencia en
GP9. En cambio, la linea BSS2 GP9 logra recuperar el fenotipo, siendo capaz de
producir células CD42a"* respecto a la linea BSS2 EV y de forma significativa
(p<0.001). Ademas, el rescate de la linea BSS2 GP9 ha sido lo suficientemente
efectivo como para producir células CD42a™ de forma similar a la linea control sana
iBOB (Figura 88B).
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Figura 88. Obtencion de células de linaje megacariocitico CD41a*y CD42a". A. Cinética de formacién
de células CD41a*. BSS2 GP9 produce mas cantidad de células CD41a" respecto a BSS2 EV y de forma
similar respecto a iBOB. B. Obtencién de células CD42a". La linea BSS2 EV no produce células CD42a*
debido a la mutacién que presenta en GP9. En cambio, la linea rescatada si expresa de forma eficiente la
proteina CD42a y de forma similar a iBOB. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos
independientes. Estadistica respecto a la linea BSS2 EV.
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Por ultimo, cuando analizamos la formacion de células doble positivo CD41a*CD42a",
observamos que la linea BSS2 GP9 genera células CD41a"CD42a* de forma
significativa a dia 20 (p<0.001) y a dia 26 (p<0.05), con respecto al control del
paciente, que no presenta células doble positivo por su ausencia de expresion de
CD42a. Al comparar la linea rescatada con el control sano podemos ver como a dias
tempranos de la diferenciacion la formacion de CD41a*CD42a* es muy similar,
alcanzando su maximo a dia 20. Por tanto, podemos concluir que el rescate génico de
la linea celular BSS2 GP9 ha sido eficiente pudiendo rescatar la expresién de la
proteina GPIX respecto al control del paciente (Figura 89).
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Figura 89. Obtencién de células de linaje megacariocitico doble positivo CD41a*CD42a*. La linea
BSS2 EV no expresa células con doble marcaje por la ausencia de CD42a. BSS2 GP9 si expresa células
CD41a*CD42a", lo que sugiere que el rescate génico ha sido eficiente. Los datos representan la media +
SEM de 3 experimentos independientes. Estadistica respecto a la linea BSS2 EV.

3.2.5. Expresion de la proteina GPIX

La técnica ImageStream se usd para visualizar la expresion de la proteina GPIX
presente en la superficie de la membrana celular de células CD41a*CD42a" durante la
diferenciacién a megacariocitos. Esta metodologia combina la microscopia 6ptica junto
con la citometria de flujo y por tanto, nos permitia visualizar la expresion de la proteina
GPIX.

A dia 20, se colectaron las células de BSS2 EV y BSS2 GP9 para ser analizadas por
Amnis ImageStream* Mk Il Imaging Flow Cytometer.

Las imagenes resultantes muestran la morfologia redondeada de la célula (brightfield),
la expresién de CD41a, la expresidon de CD42a, el nucleo celular de color azul por la
tincion Hoescht y la célula con el marcaje total (Merge). Observamos expresién de
CD42a en la linea rescatada, BSS2 GP9, respecto al control que solo muestra
expresion de CD41a (Figura 90).
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Figura 90. Expresion de las proteinas CD41a y CD42a en la membrana celular de las lineas BSS2
EV y BSS2 GP9 mediante Amnis ImageStreamX Mk Il Imaging Flow Cytometer. La linea BSS2 GP9
muestra expresion de CD42a en la membrana celular respecto a la linea BSS2 EV que solo muestra
expresion de CD41a.

En base a nuestros resultados, podemos concluir que la terapia génica aplicada a la
linea BSS2 GP9 por transduccién lentiviral expresando de forma ectdpica el gen GP9
silvestre ha logrado rescatar el fenotipo de la mutacién causante del modelo BSS2,
logrando producir células megacariociticas CD42a".
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Los procesos bioldgicos responsables del desarrollo del sistema hematopoyético han
sido principalmente estudiados en modelos de ratén o pez cebra. A partir de estos
modelos animales hemos obtenido la mayoria del conocimiento actual sobre el
proceso de la hematopoyesis. La comprension del desarrollo del sistema
hematopoyético humano es de gran relevancia biolégica y clinica. Necesitamos
entender los mecanismos moleculares que regulan el desarrollo y el mantenimiento de
las células hematopoyéticas para conocer la biologia de la hematopoyesis. La
extrapolacion de los resultados obtenidos en modelos animales no es siempre
apropiada porque existen grandes diferencias entre individuos de diferente especie.
Por este motivo, las hPSC suponen el mejor modelo celular para estudiar los
mecanismos que gobiernan la embriogénesis humana. El estudio de los factores y los
procesos que dirigen el desarrollo hematopoyético en hPSC supone un gran avance
en la comprensiéon de la biologia del desarrollo hematopoyético humano. Este
conocimiento es crucial para el estudio de la biologia de enfermedades
hematopoyéticas y para mejorar las terapias celulares actuales, como el trasplante de
médula désea, y en un futuro la generacion eficiente de células hematopoyéticas
funcionales capaces de reconstituir el sistema hematopoyético de pacientes. Ademas,
las hPSC no soélo permiten el ensayo in vitro de diferentes farmacos para el
tratamiento de enfermedades hematopoyéticas, sino que también permiten la
generacion de modelos humanos de enfermedad a partir de células derivadas de los
propios pacientes. La reprogramacion celular ha supuesto uno de los grandes avances
en la investigacion reciente en el campo de la medicina regenerativa.

RUNX1 es un regulador clave de la hematopoyesis que se requiere para el
funcionamiento normal del sistema hematopoyético142’ '8 Ppresenta distintas
isoformas que se generan por splicing alternativo, siendo las mas estudiadas las
isoformas RUNX71a, RUNX1b y RUNXTc. Nuestro estudio demuestra que la sobre-
expresion de cada una de las diferentes isoformas de RUNX1 modifica la
hematopoyesis embrionaria, o que sugiere que cada isoforma tiene una funcién
especifica en el desarrollo del sistema hematopoyético.

En primer lugar, llevamos a cabo la transduccion viral de la linea original PBMC1-
iPS4F1 mediante la expresién de las tres isoformas de RUNX1. Una vez comprobada
que la transduccion lentiviral habia sido efectiva, verificamos la expresidn proteica de
las diferentes isoformas y posteriormente, la pluripotencia de las lineas generadas,
caracteristica fundamental que permite a las hPSC poder diferenciarse a cualquier
linaje celular del organismo. Cuando llevamos a cabo la diferenciacion hematopoyética
de las isoformas comprobamos que mostraban diferentes patrones de diferenciacion.
Nuestros resultados concuerdan con estudios previos que reportan un patrén
diferencial de expresion de las isoformas de RUNX1 durante la diferenciacion de hESC
a células hematopoyéticaswg’ 513,

Al analizar la generacion de progenitores endoteliales, observamos que las tres
isoformas analizadas presentan una mayor produccién a dias tempranos de la
diferenciacibn hematopoyética, sin embargo a dias posteriores su produccion
disminuye, tal y como ocurre en el desarrollo de la hematopoyesis humana. En
cambio, cuando analizamos la generacién de HEP, observamos que la isoforma
RUNXT1a incrementa la producciéon de estos progenitores durante la diferenciacion
hematopoyética respecto al control. De igual manera, cuando observamos la
diferenciacion a células progenitoras hematopoyéticas CD41a*CD45*, RUNX1a
aumenta la produccién de estas células respecto al control. En cambio, el resto de las
isoformas solo presenta mayor generacion de progenitores CD41a*CD45" a dias
tempranos de la diferenciacion respecto al control. Cuando analizamos la aparicion de
los MEP, observamos que las lineas iPS4F1-RUNX1a y iPS4F1-RUNX1c producen
mas células progenitoras CD41a*CD235a" a dias tempranos de la diferenciacion
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respecto al control. En cambio la isoforma RUNX1b no produce ningun efecto en la
generacion de estas células respecto al control. Por tanto, segun nuestros resultados
concluimos que la isoforma RUNX1a incrementa en mayor porcentaje la produccién de
HEP y progenitores hematopoyéticos, con respecto al control y al resto de las
isoformas.

Estudios previos sobre la isoforma RUNX7a apoyan los resultados obtenidos en este
proyecto. La expresion forzada de RUNX7a humano en células hematopoyéticas
primitivas de ratdn incrementa la expansion de progenitores hematopoyéticos con
capacidad de diferenciacion multilinaje. Ademas, la expresién de RUNXT1a en estas
celulas mejor6 el mantenimiento del potencial progenitor primitivo tanto in vitro como in
vivo>'*. Otro estudio reporta que la expresion ectépica de Runx1a en células de raton
se asocia con la sobre-regulacion de genes esenciales en el desarrollo de las HSC
como Hoxa9, Meis1, Stat1 y Ski, por lo que actia regulando el mantenimiento y
expansion in vitro e in vivo de los progenitores hematopoyéticos y células
hematopoyética3515. Estudios mas recientes, avalan que la isoforma RUNX1a potencia
el linaje hematopoyético a partir de hESC y hiPSC. En un sistema definido de
diferenciacién a hematopoyesis, la expresion ectépica de RUNX7a en hPSC facilita la
aparicion de progenitores hematopoyéticos con capacidad de diferenciacion a
multiples linajes hematopoyéticosS16.

Por otra parte, se ha reportado que la isoforma RUNX1b disminuye la capacidad de
formar progenitores hematopoyéticos. Estudios previos en raton demuestran que la
isoforma Runx1b presenta una reducida capacidad para formar grogenitores
hematopoyéticos, respecto a la isoforma Runxiay a su linea control ' *™_Estudios
mas recientes, muestran que la sobre-expresién de RUNX1b reduce la hematopoyesis
derivada de hESC. La obtencién de células CD34"CD43" y células CD34"CD45" se
encuentra mas reducida a dias tardios de la diferenciacién respecto a la linea control,
sugiriendo que se llega a producir un bloqueo en la diferenciacién hematopoyética
cuando se induce la expresion ectépica de la isoforma RUNX1b en hESC®'"’. Nuestros
resultados apoyan esta teoria, ya que comprobamos como la formacion de
progenitores hematopoyéticos disminuye a dias tardios respecto al control, siendo
mucho mas evidente en la produccién de los MEP. En cambio, la produccion de
progenitores endoteliales CD34"VE-CAD'KDR" a dias tardios de la diferenciacion si
es mayor respecto al control. Estos resultados apoyan la teoria de un posible bloqueo
en la diferenciacién hematopoyética al forzar la expresion de RUNXTb.

Por otro lado, existen varios trabajos que reportan que la isoforma RUNX7c regula la
diferenciacién hematogoayética de hESC, sobre todo la generacién de HEP a partir del
endotelio hemogénico 43244, 518 previamente, nuestro grupo reporté que RUNXTc es
la primera isoforma en inducir la formacion de los HEP derivados de hESC, y
posteriormente comienzan a expresarse las isoformas RUNX71a y RUNX1b al mismo
nivel®**. Los datos obtenidos en este proyecto confirman los resultados descritos por
Navarro-Montero et af**, ya que durante la formacion de células CD347CD43" en la
diferenciacién de hiPSC la isoforma RUNX1c promueve una mayor expresion de HEP
a dias tempranos con respecto a la linea control y al resto de las isoformas, que
igualan su nivel de produccién a partir de dia 8 del cultivo, siendo posteriormente la
isoforma RUNX1a la que incrementa la produccion de HEP a partir de dia 11 respecto
al resto de las isoformas. Por el contrario, durante la hematopoyesis embrionaria en
ratones se ha observado que las isoformas que emergen a partir del promotor P2
(Runx1ay Runx1b) se expresan antes que las del promotor P1 (Runx1c) tanto in vitro
como in vivo?®>?%. Eg probable que la regulacion del uso de los distintos promotores
esté sujeta a diferencias especificas de especie. Parece ser que en raton las isoformas
Runxia y Runx1b se expresan pronto en el desarrollo y su expresion se mantiene
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constante o aumenta ligeramente mientras que Runxic comienza a expresarse
después de Runxiay Runx1b con un aumento repentino para luego mantenerse y
erigirse como la isoforma que domina en la hematopoyesis fetal y adulta®®. Por lo
tanto, no se observa un patron de expresion conservado de las distintas isoformas
durante el desarrollo hematopoyético a lo largo de la evolucion.

Analizando més en detalle el papel de las isoformas de RUNXT, realizamos ensayos
de formacién de colonias hematopoyéticas, donde se estudia la capacidad clonogénica
de las células progenitoras derivadas de las lineas iPS4F1-RUNX1a, iPS4F1-RUNX1b
y iPS4F1-RUNX1c durante la diferenciacion hematopoyética. Los resultados muestran
que la isoforma RUNX7a reduce la formacion de colonias hematopoyéticas con
respecto al control. Esto sugiere que la diferenciacion hematopoyética de esta
isoforma estd mas incrementada y avanzada hacia linajes terminales que el resto de
las lineas celulares. En cambio, la isoforma RUNX1b no produce progenitores capaces
de formar colonias hematopoyéticas. Estos resultados ya se han reportado en estudios
anteriores. Como hemos mencionado anteriormente, la expresion forzada de RUNX1b
disminuye la formacién de progenitores hematopoXéticos y por tanto se reduce la
capacidad de producir colonias hematopoyéticas51 +®17 por otra parte, la isoforma
RUNX1c incrementa la produccion de colonias hematopoyéticas respecto al control,
apoyando nuestros resultados ya descritos en Navarro-Montero et af*,

A modo de conclusion de este primer objetivo podemos decir que la isoforma RUNX1a
induce una mayor produccion de HEP y células progenitoras hematopoyéticas
CD41a"CD45" y CD41a"CD235a" respecto al resto de isoformas. Por otro lado, la
isoforma RUNX71b promueve una mayor produccion de progenitores endoteliales
durante la diferenciacion y una mayor produccién de HEP y progenitores
hematopoyéticos CD41a*CD45" a dias tempranos de la diferenciacién. En cambio,
induce una disminucién en la generacién de MEP. Sin embargo, la isoforma RUNXTc
induce la generacion de HEP, MEP y progenitores CD41a"CD45" a dias tempranos de
la diferenciacion. Estos resultados abren un nuevo camino en la investigacion del
papel de la isoforma RUNXTa en la hematopoyesis humana, ya que hasta ahora las
isoformas més estudiadas en humanos han sido RUNX7b y RUNXT7c. Dilucidar el
papel de estas isoformas en la regulacién del sistema hematopoyético humano, en
especial RUNX1a y RUNX1c ampliara el conocimiento del papel de RUNXT1 en la
hematopoyesis humana, que hasta ahora ha sido poco estudiado.

Por otra parte, comprender como el microambiente fisiologico de la médula 6sea
regula la actividad de las HSC es fundamental para conocer la biologia de las células
hematopoyéticas. Ademas, nos permitird desarrollar estrategias mas eficaces para
generar de forma eficiente células hematopoyéticas funcionales que ayuden a
reconstituir el sistema hematopoyético in vivo. Una de las grandes estrategias es la
generacion eficiente de megacariocitos y plaquetas in vitro para tratar a pacientes que
sufren enfermedades hematopoyéticas, sobre todo aquellas que afectan al nimero y a
la funcién de las plaquetas. Durante afos se ha intentado generar megacariocitos y
plaquetas funcionales in vitro a partir de HSC o de hPSC, pero de momento no se ha
conseguido ningun protocolo lo suficientemente eficiente como para producir células
de linaje megacariocitico a gran escala y poder aplicarse a la clinica.

Para poder llevar a cabo una produccién adecuada es esencial conocer el desarrollo
de estas células en la médula ésea. La médula ésea es un tejido muy hipdxico a pesar
de su alta vascularidad. El nicho de la médula ésea presenta diferentes
concentraciones de O, desde el entorno mas hipéxico en torno al 1% O> en el nicho
osteoblastico, hasta la zona de mayor concentracion de Oz en torno al 8% Oz en el
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nicho vascular®’® °'°. Las diferentes tensiones de O, son fundamentales para el
desarrollo de la megacariopoyesis y trombopoyesis humana, ya que el crecimiento y
formacion de los megacariocitos se da en el nicho osteoblastico a bajas
concentraciones de O2 mientras que la maduracién ocurre en el nicho vascular donde
se liberan las plaquetas a una mayor concentracion de Oz 253, 276, 279,

Ademas, debemos destacar el papel fundamental que ejerce el factor de transcripcion
HIF en todo el mecanismo hip6xico, ya que regula una amplia gama de respuestas
celulares y sistémicas frente a la baja tensién de O,. La hipoxia induce la expresion de
genes HIF |mprescmd|bles en las repuestas adaptativas de diversos tipos celulares a
la h|p0X|a . Se ha descrlto su implicacién de forma favorable en el cultivo de HSC
derivadas de cordon umbilical®®®2!, en los cultivos de células endoteliales®®, de
células estromales mesenquimale3522'523, hPSC52° y mESC>2* bajo condiciones de
hipoxia. Asimismo, estudios previos reportan que las bajas concentraciones de O>
mejoran el mantenimiento y expansiéon de las HSC derivadas de cordon umbilical®?®
525927 pdemés, se ha comprobado una mejora en la diferenciacion de mESC y hPSC
a células de las 3 capas germinales del embrion. Se ha visto que las mESC bajo
hipoxia y mediante la regulamon de Hifla potencian su diferenciacion a células de
endodermo y de pulmon 28 estimulan la progresion y actividad osteogenlca

mejoran la capacidad de diferenciacion a cardiomiocitos al potenciar la expresién de

genes implicados en el desarrollo cardiaco®®*3", ayudan a incrementar la

diferenciacién a células de linaje neural en combinacion con varias ci'[oquinas532'533 e
inducen a hematopoyesis en combinacién con TPO®**. Por otra parte, el empleo de las
bajas condiciones de O, también produce un incremento en la generacion de células
de linaje eritroide a partir de células CD34" humanas en combinacion de

testosterona®?® o mediante la expresion de microARNs>%.

En base a los datos recopilados, hipotetizamos que la diferenciacion de hPSC a
megacariocitos y plaquetas in vitro mimetizando el ambiente fisiolégico de médula
Osea podria ayudar a incrementar la formacion de estas células.

Para verificar nuestra hipétesis, y asi avanzar en la optimizacion de los protocolos de
diferenciaciébn megacariocitica, hemos estudiado el efecto de la hipoxia en la
diferenciacién de hESC a megacariocitos y plaquetas CD41a"CD42b" empleando la
linea celular H9, ampliamente utilizada en nuestro laboratorio para el estudio de la
hematopoyesis embrlonar|a24° 244245 parg llevar a cabo la diferenciacion a
megacariocitos utilizamos un protocolo basado en la formacién de EBs y co-cultivo con
células OP9*"®. Las células OP9 son ampliamente usadas en las diferenciaciones a
células hematopoyéticas derivadas de hESC. Estas células g)oseen factores que
ayudan al desarrollo de la megacariopoyesis y la trombopoye3|s 377 Para analizar el
efecto de la hipoxia en la megacariopoyesis de la linea H9 apllcamos varias
condiciones de Oz (2% O2 y 5% Og2) durante el cultivo celular, respecto a las
condiciones actuales de cultivo en normoxia (20% O). Para simular el ambiente
fisioldégico de la médula 6sea, el cultivo de EBs se realiz6 al 2% Oz y el co-cultivo con
células OP9 al 5% Oo.

Los resultados obtenidos muestran una reduccién de la viabilidad celular, en especial
bajo la condicion mas restrictiva, al 2% O». Estos datos ya se habian reportado en
estudios previos realizados con células CD34" humanas de cordon umbilical,
cultivadas bajo condiciones de hipoxia y trasplantadas a ratones inmunodeficientes. En
estos estudios también se observa una disminucién en la viabilidad celular de los
cuI;g,iZ\qoss2 2bajo hipoxia, en especial al 1% O2y al 3% O, respecto a los controles al 20%
0277
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Por el contrario, los resultados obtenidos con respecto a la formacion de células
progenitoras CD34" indican que la hipoxia induce una seleccion de progenitores
hematopoyéticos CD34™ més eficientes, especialmente la condicion al 2% O, respecto
al control al 20% O». De forma similar estudios anteriores demostraron que el cultivo al
5% Oz de células CD34" humanas derivadas de corddn umbilical incrementaba el
trasplante in vivo, utilizando ratones NOD/SCID®%®. También se ha reportado una
mejor expansion de células CD34" humanas derivadas de corddon umbilical y
cultivadas al 1% O respecto a cultivos al 20% 0,°% y ademads, una mayor expansion
de células CD34" de corddn umbilical humano y capacidad de formacion de colonias
hematopoyéticas en cultivos al 5% 0,°%.

Cuando analizamos la generacion del nimero de células CD41a*CD42b* de linaje
megacariocitico, observamos que la condicién fisiolégica (2% O2- 5% O2) incrementa
la formacion de células megacariociticas CD41a"CD42b" respecto al control al 20%
O». Por otro lado, al analizar el nimero de plaguetas CD41a*CD42b", observamos
que a dias mas tempranos de la diferenciacién megacariocitica no se produce ningun
efecto con respecto al control, pero en cambio, a partir de dia 25 del cultivo la
condicion fisiolégica (2% O2- 5% O2) aumenta la produccion de plaquetas
CD41a*CD42b*. Hay estudios que reportan una mayor produccion de células
hematopoyéticas derivadas de hPSC al emplear bajas condiciones de Oz en sus
protocolos de diferenciacion durante ciertos dias del cultivo celular®® y una mayor
generacion de células de linaje megacariociticom.

En base a estos resultados, podemos concluir que los cultivos de hPSC usando bajas
concentraciones de Oz potencian la diferenciacion hematopoyética, en especial la
megacariopoyesis y trombopoyesis, ya que mimetizan las condiciones fisiolégicas que
encontramos en médula ésea. Por tanto, los resultados obtenidos confirman nuestra
hip6tesis sobre que la mimetizacion del ambiente fisiologico de médula Osea
incrementa la obtencién de células CD41a*CD42b" derivadas de hPSC. Estos
resultados podrian tener diversas aplicaciones en biotecnologia, ya que las plaquetas
son células anucleadas y su modificacién genética no tendria repercusién en el
individuo, ademas de su produccion a gran escala a partir de hPSC para futuras
aplicaciones en clinica. De hecho, hay varias companias biotecnolbgicas cuyo objetivo
es generar eritrocitos y plaguetas humanas in vitro a partir de hiPSC para medicina
transfusional como la compania japonesa Megakaryon Corporation (Kyoto, Japdn).
Esta empresa biotecnoldgica se encarga de producir plaquetas humanas a partir de
hiPSC desarrollando tecnologias que permitan su obtencién a gran escala de forma
segura y a bajo coste para ser producidas a demanda como tratamientos en medicina
clinica.

Para profundizar en la optimizacion de la generacién de megacariocitos derivados de
hPSC, quisimos estudiar el efecto combinado de la hipoxia y de SCL en la
diferenciacién megacariocitica de hPSC. Como se ha mencionado anteriormente, SCL
es uno de los reguladores fundamentales del desarrollo de la hematopoyesis normal,
del mantenimiento de las HSC y la diferenciacion terminal de linaje eritroide y
megacariociticoSOS. Ademas, su papel en la regulacion de la hematopoyesis y
megacariopoyesis ha sido muy estudiado en nuestro laboratorio®**?*”. En Toscano et
af*’ reportamos que la expresion constitutiva de SCL incrementa la megacariopoyesis
derivada de hPSC. Por esta razon, proponiamos que la combinacion de la expresion
ectopica de SCL junto con el papel de la hipoxia incrementaria la diferenciacion
megacariocitica de hPSC. Para estudiar si el efecto combinado de ambos mejoraba la
formacion de megacariocitos y plaquetas CD41a*CD42b*, llevamos a cabo la
diferenciacién a células megacariociticas de la misma linea celular, AND1 SCL,



DISCUSION | 188

empleada en Toscano et af*’ y reportada como mejor candidata para potenciar la
obtencion de células CD41a*CD42b*2%. Empleamos el protocolo de diferenciacién
utilizado con H9 y aplicamos las mismas condiciones de O descritas anteriormente.
Los resultados obtenidos muestran un descenso de la viabilidad celular de los cultivos
tras ser expuestos a bajas concentraciones de Oy, especialmente al 2% O.. Estos
datos confirmaban los resultados obtenidos anteriormente en la linea H9. Por otra
parte, se observa un incremento en la formacion de progenitores hematopoyéticos
CD34" bajo condiciones de hipoxia, al igual que ocurria en la linea H9, pero en este
caso, el porcentaje de células CD34" obtenidas es mayor bajo hipoxia, lo que sugiere
que SCL induce una mayor formacion de progenitores CD34*. Ademas, la hipoxia, en
especial la condicibn mas severa, promueve una seleccion mas eficiente de
progenitores CD34", como ya se ha reportado en varios estudios con células CD34"
humanas de cordén umbilical®?®°%’,

Cuando analizamos la formacion del nimero de megacariocitos, observamos que la
hipoxia disminuye la obtencion de células megacariociticas CD41a*CD42b* hasta dia
28 de la diferenciacion, respecto al control. En cambio, a dias tardios de la
diferenciacién las concentraciones bajas de O tienden a incrementar ligeramente la
formacion de células megacariociticas CD41a*CD42b"*, en especial la condicion
fisiologica. Estos resultados son opuestos a lo que esperdbamos obtener tras
combinar las bajas tensiones de Oz y la expresion forzada de SCL en hPSC. Lo que
nos llevé a pensar que la expresion de SCL en hPSC podria verse afectada por la
hipoxia. Por otra parte, cuando analizamos la produccion de plaquetas
CD41a*CD42b", observamos que las bajas tensiones de O tienden a aumentar
ligeramente la formacion de estas células a partir de dia 28 respecto al control, tal y
como sucedia con las células megacariociticas CD41a"CD42b*. Aunque, en este caso
la condicidn fisiologica (2% O2- 5% O2) y el 5% O» inducen ligeramente la obtencion
de plaquetas CD41a"CD42b"* a dias tempranos de la diferenciacion, con respecto al
control. Estos resultados indican que la hipoxia podria estar promoviendo una
seleccion de plaquetas CD41a*CD42b* al igual que ocurre con la obtencion de
progenitores hematopoyéticos CD34", a pesar de que a dias tempranos de la
diferenciacion se vea reducida la formacién de células CD41a*CD42b*
megacariociticas por la posible inhibicion de la expresion de SCL a causa de las bajas
tensiones de O,. Aun asi, necesitariamos mas estudios para poder confirmar esta
teoria.

En base a los resultados obtenidos en la diferenciacion megacariocitica de la linea
AND1 SCL, estudiamos la posible degradacion de SCL bajo condiciones de hipoxia.
Estudios anteriores habian demostrado que SCL es degradado bajo condiciones de
hipoxia en células endoteliales®®®. Ademas, en la diferenciacion de progenitores
hematopoyéticos humanos a células eritroides sometidos a bajas concentraciones de
O2 se ha observado una reduccion de la expresién de TF implicados en el desarrollo
de células de linaje eritroide como EKLF, GATA1 y ScL®. Para confirmar que la
reduccién del nimero de células megacariociticas maduras (CD41a*CD42b") tras
combinar la hipoxia y la expresién ectdpica de SCL podria estar ocasionada por la
degradaciéon de la proteina SCL al estar expuesta a bajas condiciones de Og,
analizamos la expresion proteica de SCL durante 6 dias de cultivo al 20% O3, 5% Oz y
2% 0O». Nuestros resultados confirmaron la reduccién de la expresion de la proteina
SCL bajo condiciones de hipoxia. La expresion de SCL disminuye con el tiempo de
exposicion a las bajas condiciones de O, en especial al 2% O, llegandose a perder
por completo la expresién al tercer dia del cultivo. Nuestros resultados confirman los
datos ya reportados en los articulos mencionados. En Tang et aP% analizan Ila
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expresion proteica de SCL en células endoteliales durante 24h al 20% Oz y al 1% Oa.
Al 1% Oq se observa una pérdida casi completa de la expresion proteica a las 24h. En
Rogers et aP" diferencian HPC humanas a células eritroides y analizan la expresion
de EKLF, GATA1y SCL al 10% Og2, 7% Og, 5% O2y 2% O durante 8 dias. Al 2% O,
la expresion de SCL se ve més reducida en comparacion al resto de condiciones.
Ademas, miden la expresion de la proteina SCL en células progenitoras eritroides al
20% Oz y al 5% Oy durante 12 dias y observan la pérdida de expresién de SCL a lo
largo de los dias al 5% O». Por otra parte, en células endoteliales se demuestra que la
degradacién de SCL se lleva a cabo mediante la fosforilacion por MAPK activada por
las bajas concentraciones de O, que conducen a la degradacién de la proteina por el
prot%ggoma, y para ello emplean varios inhibidores de la ruta transcripcional de
SCL™™™.

En base a esta bibliografia y para completar nuestro estudio sobre la degradacion de
SCL en hipoxia, analizamos las posibles vias de degradacion de la proteina en la linea
AND1 SCL bajo condiciones de hipoxia utilizando varios inhibidores de diferentes rutas
de senfalizacién que pueden regular la actividad transcripcional de SCL. Cultivamos la
linea celular AND1 SCL al 20% Oz y al 2% Oz durante 24h y utilizamos los inhibidores
PD98059 (inhibidor MAPK) y LY 294002 (inhibidor PI3K) para evitar la fosforilacion de
SCL y MG132 para inhibir la degradacion proteica por el proteosoma. Tras analizar la
expresion proteica mediante western blot, observamos que PD98059 y MG132
recuperan la expresion de la proteina SCL. Por tanto, nuestros resultados confirman
los datos reportados anteriormente por Tang et al®® En conclusion, la proteina SCL
en hPSC también es fosforilada mediante MAPK-K1, inducida por las bajas
concentraciones de Oy, y posteriormente es degradada por el proteosoma. Estos datos
avalan la reducciéon de la obtencion de células CD41a*CD42b* en AND1 SCL bajo
condiciones de hipoxia. Como se conocen los residuos de SCL que son fosforilados
por MAPK-K1, una posibilidad podria ser realizar mutagénesis dirigida de los mismos y
ver si estos mutantes de SCL se vuelven independientes de las condiciones de
hipoxia. A continuacién, se tendria que evaluar si potencian la diferenciacion
megacariocitica de hPSC. De esta manera se podria combinar los efectos positivos
tanto de la hipoxia como de SCL en un mismo protocolo de diferenciacion.

En base a los resultados obtenidos de nuestro segundo objetivo, podemos concluir
que la hipoxia, especialmente las tensiones de Oz que imitan el ambiente fisiolégico de
la médula ésea, ayuda a incrementar la diferenciacién a megacariocitos y plaquetas.
Por otra parte la sobre-expresion de TF implicados en el desarrollo del linaje
megacariocitico también potencia la formacion de células megacariociticas maduras
(CD41a"CD42b™). Para combinar ambos efectos y potenciar la diferenciacion y
generacién de células hematopoyéticas derivadas de hPSC habra que tener en cuenta
como las bajas tensiones de O afectan a la estabilidad proteica y a la ruta
transcripcional de dichos factores.

La tercera parte de nuestro estudio se ha centrado en el uso de hiPSC de pacientes
con enfermedades congénitas que ocasionan trombocitopenias para generar modelos
humanos de estas enfermedades. La generacion de estos modelos permite estudiar la
biologia y los mecanismos moleculares involucrados en la fisiopatologia de la
enfermedad, asi como el componente genético responsable de la progresion de la
enfermedad. La falta de modelos experimentales humanos adecuados ralentiza la
investigacion sobre estas enfermedades y el avance en el descubrimiento de nuevas
terapias, ya que los modelos animales que se han generado sobre algunas
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enfermedades no aportan suficientes datos por las diferencias existentes entre
especies.

En este proyecto hemos llevado a cabo la generacion de varios modelos humanos de
dos trastornos plaquetarios hereditarios: FPDMM y BSS. Ambos trastornos presentan
muy baja prevalencia y se caracterizan por trombocitopenias y sangrados. La
produccion de plaquetas funcionales in vitro supondria un gran avance en el
tratamiento de estos pacientes, ya que sustituiria las transfusiones constantes que
necesitan estos pacientes y reduciria el riesgo de aloinmunizacion, ademas de
constituir un sistema independiente de donante.

Hemos generado un modelo humano de FPDMM, un trastorno hereditario causado por
mutaciones en el gen RUNX1 y caracterizado por presentar trombocitopenia, funcién
plaquetaria anormal y predisposicion a desarrollar otros trastornos plaquetarios o
neoplasias mieloides®®' **2, Llevamos a cabo la reprogramacion celular de una
paciente con FPDMM que presenta la mutacién p.Thr196Ala en el exén 6 del gen
RUNX1. Esta mutacion es nueva y aun no habia sido descrita su patologia en
FPDMM. Su deteccion se realizd a partir de un proyecto colaborativo con el Hospital
Clinico Universitario de Salamanca y el Centro de Hemodonaciéon de Murcia. En este
proyecto realizamos la reprogramacion celular de las PBMC de la paciente mediante la
transduccién con SeV que portan los factores de reprogramacion de Yamanaka,
Oct3/4, Sox2, Klif4 y c—Myc12'13 usando CytoTune®-iPS 2.0 Reprogramming kit. Las
células se cultivaron en medio StemSpan™ SFEM sobre una capa de hMSC vy
posteriormente se adaptaron al medio hESC. Desde el dia 4 hasta el dia 20 post-
transduccién, las células se cultivaron a 37°C, 5% Oz y 5% COg, ya que previamente
en nuestro laboratorio comprobamos que las células reprogramadas de pacientes
crecian y formaban colonias hiPSC de manera mas eficiente en cultivos al 5% Ox.
Ademas, otros trabajos reportan las ventajas de la hipoxia durante el proceso de
reprogramacion para incrementar la eficiencia en la derivaciéon de iPSC, tanto en
células de ratén como en células humanas. Se ha demostrado que el cultivo al 5% O
aumenta la eficiencia de reprogramacion de células de fibroblastos de ratén a miPSC y
células de fibroblastos humanos a hiPSC®’. Estos resultados indican que el uso de la
hipoxia es una estrategia eficaz para incrementar la eficiencia de reprogramacion.

A partir de dia 13 post-transduccion comenzaron a emerger las primeras colonias
hiPSC y una vez establecidas en cultivo, a dia 20 post-transduccion se trasladaron a
las condiciones de cultivo estandar (37°C, 20% Oz y 5% CO»). Las PBMC atraviesan
distintas fases durante la reprogramacion celular hasta que finalmente se convierten
en iPSC maduras. Durante estas fases de transicion va cambiando su estructura y
morfologia celular. En un principio, las PBMC son células pequefias redondeadas y
brillantes, cuando son transducidas con los SeV y los factores de reprogramacién se
transforman en intermediarios tempranos adquiriendo una morfologia mas alargada e
irregular hasta que con el tiempo se convierten en intermediarios tardios o iPSC
inmaduras con una morfologia mas tipica de colonia pluripotente, y finalmente cuando
maduran las colonias presentan la estructura pluripotente caracteristica con bordes
mas definidos y redondeados. En este proyecto hemos observado todos estos
cambios estructurales y morfolégicos durante la reprogramacién celular y los hemos
plasmado mediante fotografias representativas tomadas a microscopia 6ptica durante
las diferentes fases del protocolo de reprogramacion.



191 | DISCUSION

Una vez establecidas las colonias hiPSC maduras, se llevd a cabo la seleccion vy
expansion de seis clones (2, 8, 32, 69, 70 y 73) de hiPSC de la paciente, que fueron
sometidos a un cultivo de 39 °C durante 5 dias para eliminar por completo los SeV
termosensibles. Un mes después de la transduccién de las PBMC, comenzamos el
proceso de caracterizacion celular de los clones seleccionados y adaptados al cultivo
celular en medio definido E8. Finalmente, para el establecimiento de la linea hiPSC de
FPDMM seleccionamos el clon 73 (FPD-PBMC-iPSC4F73) y desarrollamos diversas
técnicas genéticas y funcionales requeridas para llevar a cabo la caracterizacién de la
linea celular.

Las técnicas genéticas empleadas para completar la caracterizacion celular se llevaron
a cabo mediante analisis de secuenciacion que determinaron la presencia de la
mutacion p.Thr196Ala, en el ex6n 6 de RUNX1, y mediante andlisis STR que
confirmaron el origen genético de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73. Posteriormente,
realizamos anadlisis moleculares que determinaron la pérdida de expresién de los
factores de reprogramacién exdgenos empleados durante la reprogramacién celular y
la ganancia de expresion enddgena de los genes de pluripotencia OCT3/4, SOX2,
REX1y NANOG. Ademas, por técnicas de citometria de flujo se confirmé la expresion
de los marcadores celulares de pluripotencia SSEA3, SSEA4, TRA1-81, TRA 1-60 y
OCT3/4. Los marcadores celulares mas comunes para determinar la pluripotencia de
hPSC son SSEAS3, SSEA4, TRA1-81 y TRA 1-60. Durante la reprogramacion celular la
expresion de SSEA3 y SSEA4 precede a la expresion de TRA-1-60 y TRA-1-81, que
se detectan en etapas posteriores de la reprogramacién”. Por eso, los factores mas
importantes son TRA-1-60 y TRA-1-81 que marcan estados mas avanzados de
pluripotencia, junto con SSEA4. Como factores endégenos se destaca la importancia
de la expresion de OCT3/4, SOX2y NANOG'" 8,

La adquisicion de la capacidad de pluripotencia de la nueva linea hiPSC generada es
una caracteristica fundamental para confirmar la eficiencia del proceso de
reprogramacion celular. Como complemento al estudio de pluripotencia de la linea
FPD-PBMC-iPSC4F73, realizamos ensayos funcionales que determinaron la actividad
fosfatasa alcalina en las células hiPSC. En hPSC la fosfatasa alcalina se expresa a
altos niveles y por esto, es una técnica muy utilizada como marcador clave de la
pluripotencia de las células. En experimentos de reprogramacion, esta técnica se
emplea para la deteccion temprana de las hiPSC. Incluso, puede emplearse para
identificar las iPSC emergentes tras 14 dias post-traduccién y asi seleccionar las iPSC
para su expansion aproximadamente unos 21 dias después de la traduccion viral con
los factores de reprogramacion. Ademas, en algunos casos, el numero de colonias
positivas para la fosfatasa alcalina representa la eficiencia de reprogramacion. Los
ensayos de fosfatasa alcalina pueden usarse durante todo el proceso de expansion
clonal de las iPSC, asi como para colonias ya establecidas®® 38,

Tras confirmar la pluripotencia de la linea FPD-PBMC-iPSC4F73, se procedié a
analizar el cariotipo celular mediante técnicas de citogenética que determinaron que la
nueva linea hiPSC generada presentaba un cariotipo normal, en este caso 46 XX.
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Por ultimo, realizamos ensayos funcionales de diferenciacion a las tres capas
germinales del embrion (ectodermo, mesodermo y endodermo), in vitro mediante la
formacion de EBs e in vivo mediante la formacion de teratomas en ratones
inmunodeficientes. La formacioén de EBs para testar la pluripotencia y diferenciacion a
las tres capas germinales es una alternativa a la formacion de teratomas in vivo. Es
una técnica mas rentable, controlada y reproducible en comparacién a los ensayos in
vivo con ratones®* %%, Para testar la formacion de teratomas, generalmente, se
emplean ratones sanos inmunodeficientes. Los ratones NOG son uno de los modelos
mas usados para testar la formaciéon de tumores, junto con los ratones SCID, NOD-
SCID y nude. Ademas, son ampliamente usados en estudios de experimentacién
animal y de trasplantes de células humanas®®. La capacidad de diferenciacion in vivo
de cualquier linea hPSC se confirma si el teratoma es capaz de desarrollar tejidos
derivados de cada una de las capas germinales embrionarias. La tincion con
anticuerpos especificos de las tres capas germinales del embrién permite una
identificacion mas detallada de los tipos de tejido que presentan las muestras de
teratoma® >'°.

Ambos ensayos funcionales confirmaron la expresion de marcadores celulares de
endodermo (CKAE1-AE3), mesodermo (vimentina) y ectodermo (B-lll-Tubulina).
Ademas, hallamos estructuras especificas de las tres capas germinales como el
epitelio ciliado (endodermo), el cartilago (mesodermo) y las rosetas neurales
(ectodermo).

En conjunto, todos estos resultados demuestran la generacion y caracterizacion
celular de manera eficiente de un modelo humano de FPDMM reprogramado a partir
de las PBMC de la propia paciente, presentando una mutacién no descrita en
RUNX1%*'. Este modelo nos servira para el estudio de la biologia de la enfermedad,
en concreto para analizar cémo afecta la mutacién p.Thr196Ala al progreso de la
enfermedad. Mediante la realizacion de diferenciaciones hematopoyéticas vy
megacariociticas podremos dilucidar el papel de esta mutacién en la evolucién de la
enfermedad. Ademas, este modelo nos permitira en un futuro aplicar nuevas terapias
para el tratamiento del FPDMM, como la correccién fenotipica mediante terapia génica
por lentivirus o la técnica CRISPR-Cas9 introduciendo una copia silvestre de RUNXTy
validando posteriormente el rescate génico del modelo mediante la generacion de
megacariocitos in vitro. Ademas, enlazando con nuestro primer objetivo podremos
evaluar la funcién de las diferentes isoformas en el modelo generado de FPDMM, en
concreto las isoformas RUNX71ay RUNX1c que nos aportan datos mas interesantes y
relevantes durante la diferenciacién hematopoyética de las hPSC. Previamente, ya se
ha reportado la generacion de otras lineas hiPSC de pacientes con FPDMM, que
ademds se han rescatado fenotipicamente mediante la expresiéon del gen silvestre
RUNX1*' 0 mediante la edicion génica del gen RUNX1 mutado**?*%%, Un estudio mas
actual sobre la generacion de hiPSC de pacientes con FPDMM vy corregidas
posteriormente por terapia génica, ha identificado a NOTCH4 como un gen diana de
RUNX1. Se ha demostrado que la inactivacion de NOTCH4 por CRISPR-Cas9
potencia la megacariopoyesis en las lineas hiPSC de FPDMM*™*. Estos estudios
muestran resultados prometedores en la correccion fenotipica de las lineas hiPSC de
FPDMM. Por tanto, en base a estos estudios y la novedad de nuestro modelo de
FPDMM seria interesante realizar el rescate fenotipico de la mutacion y su posterior
validacion mediante diferenciaciones a linaje megacariocitico, lo que supondria un
gran avance en la investigacion de este trastorno plaquetario y una posible terapia
para pacientes con dicha mutacion.
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Adicionalmente, hemos generado varios modelos humanos de BSS causados por
diferentes mutaciones que afectan al gen GPS®®. BSS es una enfermedad rara
causada por la deficiencia congénita del complejo glicoproteico GPIb-IX-V debida a
mutaciones en los genes GP1BA, GP1BB o GP9 y se caracteriza por presentar
trombocitopenia, plaquetas de mayor tamano y sangrados severos*> % En nuestro
laboratorio hemos generado tres modelos celulares de BSS mediante la
ggrog_%%macién celular de las PBMC de tres pacientes con diferentes mutaciones en

En este proyecto nos centramos en el estudio del modelo BSS2-PBMC-iPS4F24
(BSS2) descrito en Lopez-Onieva et af® que ha sido rescatado por terapia génica
mediante transduccion lentiviral portando el gen silvestre GP9 para corregir la
mutacién p.Asn45Ser. A consecuencia, del rescate génico del modelo BSS2 se
generaron 2 lineas celulares, la linea rescatada (BSS2 GP9) y la linea control del
paciente (BSS2 EV). Por tanto, se procedi®6 a comprobar mediante técnicas
moleculares la eficiencia de la transduccion lentiviral analizando la expresion de GP9
silvestre. Los resultados mostraron expresién de GP9 en la linea rescatada, BSS2
GP9, con respecto a la linea control del paciente, BSS2 EV. Tras comprobar que la
transduccién lentiviral de la linea original BSS2 habia sido eficiente, se determiné la
pluripotencia de ambas lineas mediante andlisis de expresion de los genes endégenos
de pluripotencia (OCT3/4, SOX2, REX1y NANOG) por RT-PCR y de expresién de los
marcadores celulares de superficie SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y TRA-1-60 por
citometria de flujo. Los resultados mostraron que las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9
mantenian la capacidad de pluripotencia al expresar los genes endégenos OCT3/4,
SOX2, REX1y NANOG, y los marcadores de superficie SSEA4, SSEA3, TRA-1-81 y
TRA-1-60.

Una vez que confirmamos la pluripotencia de las lineas celulares, llevamos a cabo la
validacion del rescate génico del modelo BSS2 mediante la diferenciacion a linaje
megacariocitico empleando un protocolo de diferenciacion mas actual y novedoso
descrito por Moreau et ar®® que permite la obtencién a gran escala de megacariocitos.
Escogimos este protocolo de diferenciacién en lugar del protocolo anteriormente usado
para estudiar los efectos de la hipoxia y de SCL en la diferenciacion a megacariocitos
reportado en Lu et aP’®, porque se ha reportado una mayor eficiencia en la generacion
de células megacariociticas empleando este protocolo, ademas de ser un protocolo
que elimina el empleo de suero y componentes animales®” 3 |o que supone un
importante avance en la optimizacion de protocolos mas eficientes en la generacién de
células megacariociticas que puedan ser aplicados en clinica en un futuro.

El protocolo descrito por Moreau et aP® se basa en la transduccion lentiviral de hiPSC
expresando de forma ectdpica GATA1, SCL y FLI1. Cultivamos las lineas BSS2 EV,
BSS2 GP9 y iBOB (linea control sana)®'" durante 30 dias en medio definido CellGRO
en combinacién con diferentes citoquinas hematopoyéticas y analizamos durante los
dias 9, 20, 26 y 30 la obtencion de progenitores hematopoyéticos CD34", progenitores
megacariociticos CD34"CD41a" y células megacariociticas CD41a*CD42a*. Los
resultados muestran que la linea BSS2 GP9, incrementa la obtencion de progenitores
CD34" a dias tempranos de la diferenciacion con respecto a las lineas BSS2 EV e
iBOB. A partir de dia 20, la linea BSS2 GP9 reduce la diferencia en cuanto a la
obtencion de células CD34" con respecto a los controles, siendo ligeramente mayor
respecto a la linea BSS2 EV. En cambio, a partir de dia 30, la formacion de
progenitores CD34" disminuyd respecto a la linea BSS2 EV. Si comparamos la
obtencién de progenitores hematopoyéticos con la linea control sana iBOB,
observamos que la formacion de células CD34" de las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9
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disminuye ligeramente. Estos datos apoyan el fenotipo del paciente con una formacion
normal de células progenitoras hematopoyéticas. Estudios actuales sobre la
generacion de hiPSC de pacientes de BSS con mutaciones en los genes GP1BA y
GP1BB reportan datos similares. La formacion de progenitores CD34" de las lineas
generadas de BSS es de forma similar a la obtencibn de progenitores
hematopoyéticos en la linea control*®

De igual manera, cuando analizamos la formacion de progenitores megacariociticos,
observamos que la linea rescatada produce mas células CD34'CD41a" a dias
tempranos de la diferenciacion, con un maximo de expresion a dia 20 respecto a la
linea control del paciente. A partir de dia 26, la linea BSS2 GP9 disminuye ligeramente
la formacién de progenitores megacariociticos con respecto a la linea BSS2 EV. Al
igual que ocurre con los progenitores hematopoyéticos, si comparamos la obtencion
de los progenitores megacariociticos de la linea iBOB con las lineas BSS2 EV y BSS2
GP9 se observa una formacién de progenitores CD34"CD41a" ligeramente mayor por
parte de la linea iBOB. Estos resultados continian apoyando el fenotipo del paciente
con una formaciéon normal de células progenitoras megacariociticas. Estudios previos
en modelos de ratén de BSS, reportan resultados similares. Los modelos de ratén con
deficiencias en GprB %2 o en Gplba no inhiben la formacién de progenitores
megacariociticos ni la capacidad clonogénica de estos progenitores a pesar de la
ausencia del complejo Gplb-IX-V. El numero de colonias procedentes de los
progenitores megacariociticos, asi como de otras colonias hematopog/etlcas es similar
en los modelo de ratén de BSS y en los modelos de raton sanos

Cuando examinamos la formacion de células megacariociticas CD41a*, observamos
que efectivamente la linea BSS2 EV origina células CD41a", con un maximo de
produccion a dia 20 de la diferenciacion. A partir de dia 26, se aprecia una disminucién
en la formacion de células CD41a". Por otra parte, la linea BSS2 GP9 presenta una
produccion ligeramente mayor de células CD41a" respecto a la linea BSS2 EV y de
forma significativa. Si comparamos la obtencion de células CD41a" con la linea control
sana iBOB, observamos que la produccién de células CD41a" de la linea BSS2 EV es
ligeramente menor. En cambio, la formacion de células megacariociticas CD41a* de la
linea BSS2 GP9 es muy similar a la linea iBOB. Hasta ahora, observamos que el
fenotipo del paciente se sigue conservando, ya que la produccion de células CD41a”*
tampoco se ve afectada a pesar de la ausencia del complejo glicoproteico GPIb-1X-V.

Por otro lado, al evaluar la obtencion de células CD42a*, observamos que la linea
BSS2 EV no genera este tipo de células por su deficiencia en GPIX. En cambio, la
linea BSS2 GP9 si es capaz de expresar células CD42a" respecto a la linea BSS2 EV,
logrando rescatar el fenotipo del paciente. Ademas, la expresion de CD42a" es muy
similar a la linea iBOB hasta el dia 20 del cultivo, comenzando a disminuir a partir de
dia 26. Estos datos sugieren que el rescate de la linea original BSS2 por edicién
génica ha logrado recuperar la expresion de GPIX rescatando el fenotipo del paciente.
Estudios previos sobre la generacién de modelos de BSS causados por mutaciones en
el gen GP1BA o GP1BB y sus respectivos rescates fenotipicos avalan nuestros
resultados. Modelos de raton de BSS con deficiencias en el gen Gpi1bb generan
células CD41a*, al igual que los modelos sanos. La diferencia es que los
megacariocitos derivados de los progenltores del modelo BSS no logran formar pro-
plaquetas en comparacion a los sanos>*2. También se han reportado estos resultados
en modelos humanos recientes de hiPSC de pacientes de BSS con deficiencias en
GPlba y GPIbB, generando células CD41a" pero no células CD42b/GPlba, ademés de
una formacion deficiente de pro-plaquetas. El rescate génico de estos modelos por
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transduccién lentiviral expresando Ios9 8genes silvestres logra rescatar el fenotipo de los

pacientes generando células CD42p*%,

Por Ultimo, examinamos la formacion de células doble positivo CD41a*CD42a* de
linaje megacariocitico y observamos que la linea rescatada forma células
CD41a*CD42a™ con respecto a la linea control del paciente. La linea BSS2 EV no
genera células megacariociticas CD41a*CD42a" por la deficiencia que presenta en
GPIX. De igual manera que ocurria con la formacion de células CD42a", si
comparamos la linea rescatada con la linea control sana, observamos que la
formacion de células CD41a*CD42a" es practicamente igual hasta dia 20 de la
diferenciacién, comenzando a disminuir a partir de dia 26. Estos datos confirman el
rescate fenotipico del modelo BSS2 y también la eficiencia del protocolo de
diferenciacién empleado para generar células megacariociticas. Para complementar
estos datos, durante la diferenciacion a células de linaje megacariocitico realizamos la
técnica ImageStream que nos permitia obtener imagenes visuales de la expresion
proteica de GPIX (CD42a) en la membrana de células CD41a*CD42a". Las imagenes
resultantes muestran las células viables captadas por citometria con una morfologia
redondeada, el nucleo de la célula de color azul por la tincion Hoescht y la expresion
de CD41a y CD42a en la membrana celular de las lineas BSS2 EV y BSS2 GP9. En la
linea rescatada se observa expresion de la proteina CD42a respecto a la linea control
del paciente que solo presenta expresion de CD41a. El uso de esta técnica nos
permitié confirmar de manera visual el rescate de la linea BSS2 GP9.

Estos resultados son avalados por estudios previos con modelos de ratén de BSS con
deficiencias en GplbB mostrando una reduccién del numero de megacariocitos
maduros en comparacion con modelos sanos de raton>*2. Por otra parte, estudios con
modelos murinos de BSS rescatados por la expresion transgénica de los genes
humanos silvestres también logran recuperar el fenotipo normal logrando generar un
numero de plaquetas cercano a los modelos sanos y disminuyendo el tiempo de
sangrado de la cola®®*%” Un estudio mas reciente, similar al nuestro y basado en
modelos humanos de pacientes de BSS con deficiencias en GP1BA y GP1BB reporta
el rescate fenotipico de las lineas generadas por terapia génica mediante lentivirus
que expresan los genes silvestres. Durante la diferenciacion a megacariocitos las
lineas rescatadas expresan CD42b, ademas logran reducir el tamafo de las plaquetas
generadas498.

Aunque los modelos murinos pueden representar algunos de los fenotipos humanos
de BSS, no siempre muestran los cambios patoldgicos y clinicos que se observan en
humanos. Por tanto, es de gran importancia clinica generar modelos humanos de BSS
para poder desarrollar futuras terapias génicas en pacientes. Nuestros resultados
pueden emplearse como una aproximacion curativa de pacientes con BSS que
presentan deficiencias en el gen GP9, ya que hemos logrado recuperar la expresion
de la proteina GPIX por terapia génica lentiviral expresando el gen silvestre, y ademas
hemos generado células de linaje megacariocitico. Asimismo, nuestro modelo celular
de hiPSC derivadas de pacientes de BSS puede ser util para revelar la contribucion de
GPIX en la funcionalidad del complejo GPIB-IX-V.
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1. Las isoformas del RUNX1 desempenan funciones diferentes durante Ila
diferenciacién hematopoyética de hiPSC in vitro.

2. La sobre-expresién de RUNX1a en hiPSC promueve:

a. Un aumento en la generacion de HEP y progenitores hematopoyéticos
CD41a"CD45" durante la diferenciacion.

b. Un aumento de MEP (CD41a*CD235a") a dias tempranos de la diferenciacion.

c. Una disminucion del potencial clonogénico debido a su estado avanzado a
linajes terminales.

3. La sobre-expresién de RUNX1b en hiPSC provoca:

a. Un aumento en la formacion de progenitores endoteliales durante la
diferenciacion.

b. Un aumento en la generacion de HEP y progenitores hematopoyéticos
CD41a"CD45" a dias tempranos de la diferenciacion.

¢. Una disminucién en la generacion de MEP durante la diferenciacion.

d. Un bloqueo en la formacién de colonias hematopoyéticas.

4. La sobre-expresion de RUNX1c en hiPSC aumenta:

a. La generacion de HEP, progenitores hematopoyéticos CD41a*CD45" vy
progenitores CD41a"CD235a" a dias tempranos de la diferenciacion.

b. El potencial clonogénico y estimula la especificacion hacia granulocitos y
monocitos.

5. Las diferentes condiciones de hipoxia reducen la viabilidad celular de las hESC
durante la diferenciacién megacariocitica in vitro.

6. La hipoxia promueve la seleccion de progenitores hematopoyéticos CD34"
durante la diferenciacién de hESC a células de linaje megacariocitico.

7. La condicién fisiolégica (2% 0O2-5% Op) incrementa la formacién de células
megacariociticas maduras (CD41a*CD42b") y plaquetas a partir de hESC.

8. En hESC que sobre-expresan SCL, las diferentes condiciones de hipoxia reducen
la formacion de células megacariociticas maduras (CD41a*CD42b") y plaquetas.

9. Las condiciones de hipoxia inducen la degradacion de SCL por el proteosoma de
manera dependiente de la fosforilacion de MAPK.
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Se ha generado y caracterizado una nueva linea hiPSC de FPDMM por la
reprogramacion celular de PBMC de una paciente que posee la variante
p.Thr196Ala en el gen RUNX1

Se ha generado un modelo humano de BSS rescatado por transduccion lentiviral
del gen humano GP9 wildtype (BSS2 GP9).

La linea celular BSS2 EV y la linea celular rescatada BSS2 GP9 presentan una
produccion similar de progenitores hematopoyéticos CD34" y progenitores
megacariociticos CD34"CD41a" durante la diferenciacion megacariocitica in vitro.

La linea celular rescatada BSS2 GP9 genera mas progenitores CD41a™ que la
linea celular BSS2 EV.

La linea celular BSS2 EV no progresa hasta progenitores megacariociticos
CD42a" y células megacariociticas maduras CD41a*CD42a" durante la
diferenciacién megacariocitica in vitro, recapitulando el fenotipo de BSS.

La linea celular rescatada BSS2 GP9 origina tanto progenitores CD42a* como
células megacariociticas maduras (CD41a’CD42a"), logrando recuperar la
expresion de GPIX (CD42a) en la superficie celular.



201 |



| 202

CONCLUSIONS



203 |



CONCLUSIONS | 204

RUNX1 isoforms play different roles during in vitro hematopoietic differentiation of
hiPSC.

In hiPSC RUNX1a overexpression promotes:

a. An increase in the generation of HEP and CD41a’CD45" hematopoietic
progenitors.

b. An increase in MEP (CD41a*CD235a") at early days of in vitro differentiation.

c. A decrease in clonogenic potential due to its advanced status to terminal
hematopoietic lineages.

RUNX1b over-expression causes:
a. Anincrease in the formation of endothelial progenitors during differentiation.

b. An increase in the generation of HEP and CD41a'CD45" hematopoietic
progenitors at early days of in vitro differentiation.

c. A decrease in the generation of MEP (CD41a*CD235a") at early days.
d. A blockage in the formation of hematopoietic colonies.
RUNX1c over-expression increases:

a. Generation of HEP, CD41a’CD45" hematopoietic progenitors and MEP
(CD41a*CD235a") at early days.

b. Clonogenic potential and stimulates hematopoietic specification towards
granulocytes and monocytes.

All experimental hypoxic conditions reduce the cellular viability of hRESC during in
vitro megakaryocytic differentiation.

Hypoxia promotes the selection of CD34" hematopoietic progenitors during
megakaryocytic differentiation from hESC.

The physiological condition (2% O2- 5% Op) increases the formation of mature
megakaryocytic cells (CD41a*CD42b") and platelets from hESC.

In SCL-overexpressing hESC, all experimental hypoxic conditions reduce the
generation of mature megakaryocytic cells (CD41a*CD42b") and platelets.

Under hypoxic conditions, SCL is degraded by the proteasome in a MAPK-
dependent manner.
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. A new hiPSC line of FPDMM has been generated and characterized by cell
reprogramming of PBMC of a FPDMM patient with carrying a p.Thr196Ala variant
in RUNXT gene.

A human model of rescued BSS has been generated by lentiviral transduction of
the wildtype GP9 human gene (BSS2 GP9).

Both hiPSC cell lines BSS2 EV and BSS2 GP9 have a similar production of CD34"
hematopoietic progenitors and CD34"CD41a* megakaryocytic progenitors during
in vitro megakaryocytic differentiation.

BSS2 GP9 cell line produces more CD41a" progenitor cells than the BSS2 EV cell
line.

BSS2 EV cell line does not progress to generate CD42a* or mature
megakaryocytes (CD41a"CD42a™) during megakaryocytic differentiation,
recapitulating the BSS phenotype.

BSS2 GP9 cell line originates both CD42a” and mature megakaryocytes
(CD41a"CD42a™), managing to recover the expression of GPIX (CD42a) on the
cell surface.
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