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1. Resumos

Resumo:

Este traballo de fin de grao céntrase no estudo dos reguladores epitranscritomicos da modificacién
No6-metiladenosina (m°A) no ARN, un mecanismo clave no control post-transcricional da expresion
xénica. A investigacion aborda duas situacions bioloxicas contrapostas: o envellecemento acelerado, a
través do modelo da sindrome de proxeria de Hutchinson-Gilford (HGPS), ¢ o rexuvenecemento

celular, mediante reprogramacion somatica a células nai pluripotentes inducidas (iPSCs).

Na primeira parte do estudo, realizouse unha analise bioinformatica dun conxunto de datos
transcriptomicos de fibroblastos de rato homocigotos para a expresion de proxerina. Mediante
ferramentas como BioJupies e Morpheus, examinouse a expresion dos xenes Mettl3, Mettl14, Mettl16,
Fto e Alkbh5. Non se observaron cambios significativos entre as condicions proxéricas e control,
indicando que a regulacion funcional destas encimas poderia non depender exclusivamente da sta

expresion transcricional.

Na segunda parte, levouse a cabo un estudo in silico da expresion dos reguladores de m°A
empregando datos de secuenciacion masiva publicados de reprogramacion celular somatica, asi como
un modelo experimental de reprogramacion celular somatica infectando fibroblastos de rato cun vector
lentiviral que expresa os factores de Yamanaka (OKSM). Observouse que os niveis de expresion de
Mettl3 e Mettll4 aumentan progresivamente durante o proceso. Ademais, mediante a interferencia de
Mettl3 con shARN, observouse unha diminucion na eficiencia da reprogramacion, evidenciada pola

reducion de células positivas para Nanog.

En conxunto, os resultados indican que os reguladores da m®A non estan transcricionalmente
alterados en proxeria, pero parecen xogar un papel no establecemento do estado pluripotente. Estes
achados sittan a metilacion de ARN como un factor clave no control da identidade celular e na
determinacion da idade celular, abrindo novas posibilidades para investigacions en terapias anti-

envellecemento e rexenerativas.
Resumen:

Este trabajo de fin de grado se centra en el estudio de los reguladores epitranscriptomicos de la
modificacion N6-metiladenosina (m°A) en el ARN, un mecanismo clave en el control post-
transcripcional de la expresion génica. La investigacion aborda dos situaciones bioldgicas

contrapuestas: el envejecimiento acelerado, a través del modelo del sindrome de progeria de



Hutchinson-Gilford (HGPS), y el rejuvenecimiento celular, mediante la reprogramacion somatica a

c¢lulas madre pluripotentes inducidas (iPSCs).

En la primera parte del estudio se analiz6 un conjunto de datos transcriptomicos de fibroblastos de
raton homocigotos para la expresion de progerina, utilizando herramientas bioinformaticas como
BioJupies y Morpheus. No se observaron cambios significativos en la expresion de Mettl3, Mettl14,
Mettl16, Fto y Alkbh5 entre las condiciones control y HGPS, sugiriendo que su regulacién funcional

podria no depender de su expresion transcripcional.

En la segunda parte, se llevo a cabo un estudio in silico de la expresion de los reguladores de
mPA utilizando datos de secuenciacién masiva publicados sobre la reprogramacion celular somatica, asi
como un modelo experimental de reprogramacion celular somatica mediante la infeccion de fibroblastos
de raton con un vector lentiviral que expresa los factores de Yamanaka (OKSM). Se observo que los
niveles de expresion de Mettl3 y Mettl]4 aumentan progresivamente durante el proceso. Ademas,
mediante la interferencia de Mertl3 con shARN, se observo una disminucion en la eficiencia de la

reprogramacion, evidenciada por la reduccion de células positivas para Nanog.

En conjunto, los resultados indican que los reguladores de m°A no estan alterados
transcripcionalmente en la progeria, pero parecen desempefiar un papel en el establecimiento del estado
pluripotente. Estos hallazgos situan a la metilacion del ARN como un factor clave en el control de la
identidad celular y en la determinacion de la edad celular, abriendo nuevas posibilidades para

investigaciones en terapias antienvejecimiento y regenerativas.

Abstract:

This undergraduate thesis focuses on the study of epitranscriptomic regulators of the N6-
methyladenosine (m°A) modification in RNA, a key mechanism in the post-transcriptional control of
gene expression. The research addresses two opposing biological scenarios: accelerated aging, using
the Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) model, and cellular rejuvenation, through somatic

reprogramming into induced pluripotent stem cells (iPSCs).

In the first part of the study, a transcriptomic dataset from mouse fibroblasts homozygous for
progerin expression was analyzed using bioinformatic tools such as BioJupies and Morpheus. The
expression levels of Mettl3, Mettli4, Mettll6, Fto, and Alkbh5 showed no significant differences
between HGPS and control samples. This suggests that the functional regulation of these enzymes may

not rely solely on transcriptional expression.



In the second part, an in silico study of the expression of m6A regulators was conducted using
publicly available high-throughput sequencing data from somatic cell reprogramming, as well as an
experimental model of somatic cell reprogramming by infecting mouse fibroblasts with a lentiviral
vector expressing the Yamanaka factors (OKSM). It was observed that the expression levels of Mert/3
and Mettl14 progressively increase during the process. Furthermore, knockdown of Mett/3 using
shRNA resulted in reduced reprogramming efficiency, as evidenced by a decrease in Nanog-positive

cells.

Altogether, the results indicate that m®A regulators are not transcriptionally altered in progeria,
but they appear to play a role in establishing the pluripotent state. These findings position RNA
methylation as a key factor in the control of cell identity and in the regulation of cellular aging, opening

new avenues for research into anti-aging and regenerative therapies.

Palabras clave: m°A (N6-metiladenosina), Sindrome de Proxeria de Hutchinson-Gilford (HGPS),

reprogramacion celular, iPSCs (células nai pluripotentes inducidas), reguladores epitranscritomicos.

Palabras clave: m°A (N6-metiladenosina), Sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS),

reprogramacion celular, iPSCs (células madre pluripotentes inducidas), reguladores epitranscritomicos.

Key words: m°A (N6-methyladenosine), Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (HGPS), cellular

reprogramming, iPSCs (induced pluripotent stem cells), epitranscriptomic regulators.

Titulo: Estudo dos reguladores de m°A en ARN en envellecemento acelerado e no rexuvenecemento

mediante reprogramacion somatica celular.

Titulo: Estudio de los reguladores de m°A en ARN en envejecimiento acelerado y en el

rejuvenecimiento mediante reprogramacion somatica celular.

Title: Study of m®a regulators in RNA in accelerated aging and in and rejuvenation through somatic

cell reprogramming.



2. Introducion:

2.1. O envellecemento celular

O envellecemento fisioloxico € un proceso progresivo caracterizado pola diminucion da capacidade
funcional dos o6rganos e sistemas do corpo, resultando nunha reserva homeostatica reducida e maior
susceptibilidade a enfermidades crénicas (Ferrando et al., 2024). A nivel celular, prodicense danos
acumulativos no ADN, encimas, e organelos, como as mitocondrias, co paso do tempo, xurdindo
mecanismos como a senescencia celular, a inflamacion crénica e a disfuncién das capacidades

reparatorias (Lopez-Otin et al., 2023).

Unha das consecuencias principais deste desgaste ¢ a acumulacion de células senescentes, que
deixan de dividirse pero seguen activas metabolicamente, emitindo factores inflamatorios (SASP) que
prexudican os tecidos circundantes. Outros compofientes importantes inclien a perda da proteostasis (o
control sobre a calidade do proteoma celular), o mal funcionamento mitocondrial que conduce a estrés
oxidativo e dano molecular; o acurtamento dos telomeros que favorece o detemento da replicacion
celular e alteracions no epixenoma (Lopez-Otin et al., 2023; Ferrando et al., 2024). Pese a que cada vez
estan mellor definidos estes cambios que ocorren a nivel molecular co paso do tempo, as causas do
envellecemento seguen sen cofiecerse, o que xustifica estudar o envellecemento dende novas

perspectivas.

2.2. O sindrome de proxeria de Hutchinson-Gilford (HGPS)

O sindrome de proxeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) ¢é unha enfermidade xenética
extremadamente rara que provoca un envellecemento prematuro e acelerado en nenos. Foi descrita por
primeira vez polos médicos Jonathan Hutchinson (1886) e Hastings Gilford (1904) e afecta
aproximadamente tan solo a 1 de cada 4-8 millons de recen nacidos no mundo, con pouco mais de 100
casos documentados ata hoxe (Gordon et al., 2014). Ainda que estes pacientes con HGPS nacen
aparentemente sans, durante o primeiro ou o segundo ano de vida, comezan a manifestar signos de
envellecemento prematuro, o que conduce a complicacions médicas graves e a unha esperanza de vida

reducida, xeralmente ao redor dos 14 anos (Merideth et al., 2008).

O HGPS esta causado por unha mutacion esporadica no xen LMNA, que codifica para a proteina
laminina A, a cal ten un papel esencial na estabilidade da estrutura do nucleo celular (De Sandre-
Giovannoli et al., 2003). No 90% dos casos desta enfermidade, a mutacion consiste nun cambio dunha

soa base (C1824T) que activa un sitio de corte € empalme alternativo (“splicing”’) no ARN mensaxeiro.

A pre-laminina A contén unha caixa-CaaX no seu extremo carboxilo que ¢ farnesilada, no seu

residuo de cisteina, durante o procesamento postraducional pola encima farnesiltransferasa (FTase)



(figura 1). Unha vez que ocorre esta reaccion, os tres tltimos aminoacidos da pre-laminina A (aaX) son
eliminados e levase a cabo a metilacion do aminoacido farnesilado grazas a encima S-isoprenilcisteina
O-metiltransferasa (ISMT). A continuacion, a pre-laminina A ¢ trasladada dende o reticulo
endoplasmatico ata a membrana nuclear interna mediante transporte lateral. E aqui onde realizase o
ultimo corte na proteina grazas a metaloproteasa de zinc (ZMPTSE24), que elimina os ultimos 15

aminoacidos, nos que esta contida a cisteina farnesilada, do extremo carboxilo-terminal.
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Figura 1: Procesamento postraduccional da pre-laminina A e formacion de proxerina en HGPS.
A pre-laminina A sintetizase no reticulo endopldsmico e sofre varias modificacions postraduccionales. Primeiro, a caixa-
CaaX da pre-laminina A é farnesilada pola farnesil transferasa (FTase). A continuacion, a endoproteasa Zmpste24 elimina o
ultimo aminoacido (aaX), permitindo a metilacion da cisteina terminal pola encima ISMT. Posteriormente, Zmpste24 elimina
un fragmento de 15 aminodcidos, o que da lugar a forma madura da laminina A, que se incorpora a membrana nuclear. No
sindrome de Hutchinson-Gilford (HGPS), unha mutacion impide a eliminacion do fragmento de 15 aminodcidos, o que xera
unha forma truncada chamada proxerina. Esta proteina defectuosa se acumilase na membrana nuclear provocando as
alteracions caracteristicas de HGPS.

A proxerina carece do sitio de recofiecemento da ZMPTSE24 e, por isto, permanece farnesilada e
ancorada a envoltura nuclear de forma aberrante. Sera esta union anormal a que acabe por alterar a

funcién nuclear da proteina derivando nas diferentes patoloxias presentes na enfermidade.

A acumulacion de proxerina altera a estrutura do nucleo, xerando inestabilidade xenémica e
acelerando os procesos asociados ao envellecemento, como a disfuncion celular e a morte prematura
dos tecidos (Goldman et al., 2004). Os mecanismos moleculares que se ven alterados son os seguintes

e estan resumidos na figura 2:

o Disfuncion mitocondrial: consiste nunha menor bioxénese mitocondrial (xeracion de
novas mitocondrias e mitofaxia que elimina as mitocondrias danadas mediante autofaxia)
debida a unha menor expresion do coactivador do receptor gamma 1-alfa activado polo

proliferador de peroxisomas (PGC-1 o), o principal modulador transcricional da



homeostase mitocondrial. En consecuencia, pddese observar nas células afectadas:
morfoloxia mitocondrial defectuosa, mobilidade mitocondrial reducida, niveles baixos de
ATP e acumulacion de especies reactivas de osixeno (ROS) (Cisneros, B. et al., 2023).

e Acurtamento acelerado dos telémeros: O acurtamento dos telomeros ¢é severo nas células
con xenotipo HGPS porque a proxerina provoca o colapso dos garfos de replicacion
mediante: o secuestro do antixeno proteico de proliferacion nuclear (PCNA), a localizacion
erronea do da proteina A do grupo Xerodema Pigmentosum (XPA) e a producion de sitios
de rotura de cadea dobre (DBS). Isto, a stia vez, produce unha resposta celular ante o dano
do ADN que culmina co arresto do ciclo celular. A maiores, a acumulacion de ROS,
debidos a alteracion do comportamento mitocondrial, produce grandes danos nos
telomeros, os cales son especialmente susceptibles a estes compostos. (Li Y, et al., 2019)

e Alteracions no trafico nucleocitoplasmatico de proteinas: son debidas a formacion de
clusters nos complexos dos poros nucleares provocados pola acumulacion de proxerina.
Estas estruturas impiden que os poros nucleares establezan un paso selectivo de moléculas
entre o nucleo e o citoplasma.

e Expansion nucleolar: a proxerina causa a desorganizacion da heterocromatina causando a
perdida de marcas represoras en locis de ADN ribosomal inactivos, o que, a sua vez,

aumenta a actividade (bioxénese de ribosomas) ¢ o tamafio nucleolar. (Cisneros, B. et al.,

2023).
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Figura  2:  Principais  consecuencias  celulares da  mutacion  asociada da  progeria  (HGPS).
A mutacion puntual C1824T no xen LMNA orixina a producion da proxerina, unha proteina defectuosa que altera multiples
procesos celulares. Entre os efectos mdis relevantes atopanse: o acurtamento dos telomeros, a expansion do nucleolo, a
disfuncion mitocondrial (que provoca un aumento da producion de especies reactivas de osixeno, ROS) e o desbalance no
transporte proteico entre o niucleo (NU) e o citoplasma (CI). Estes procesos contribiien ao envellecemento prematuro
caracteristico da proxeria. Figura adaptada de: 6. Cisneros, B., Garcia-Aguirre, 1., De Ita, M., Arrieta-Cruz, I,
Rosas-Vargas, H., (2023). Hutchinson-gilford progeria syndrome: cellular mechanisms and therapeutic perspectives. Arch.
Med. Res., 54, 102837. https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2023.06.002.



2.3. Modificacion do ARN mensaxeiro

A epitranscritomica ¢ un campo emerxente que estuda as modificacions quimicas no ARN que
regulan a funcidon xenomica sen alterar a secuencia nucleotidica, engadindo unha nova capa de control
post-transcricional na expresion xénica (Imbriano et al., 2023) . Estas modificacions incliien mais de
170 variantes quimicas (como m°A, m'A, m°C, V...), permitindo modular a funcion do ARN, dende a
sua estrutura ata a sua localizacién, pasando pola sta estabilidade ou interaccion con outras

biomoléculas (Imbriano et al., 2023) .

No ARN mensaxeiro (mARN), Né6-metiladenosina (m°A) ¢ unha das modificacions
epitranscritdbmicas mais abundantes e localizanse en zonas funcionais como as rexions non traducidas
5'-UTR e 3'-UTR (do inglés “untranslated regions”) ou a rexion codificante (CDS, do inglés “coding
sequence”) (Linder et al., 2016; Imbriano et al., 2023). Funcionalmente, a m°A regula procesos clave
do metabolismo do mARN, incluindo corte e empalme, o transporte nuclear, a estabilidade e a traducion
(Zhu, W. et al., 2019). Esta marca epitranscritomica ¢ incorporada no ARN grazas 4 accion dun

conxunto de encimas metiltransferasas cofiecidas como escritoras ou “writers”. Entre estas destacan:

e O complexo Mettl3/Mettl14, no cal a primeira actiia como subunidade catalitica ¢ a derradeira
proporciona estabilidade estrutural ao complexo, encargado da metilacion de mARN en células
eucariotas (Liu et al., 2014).

e Menll6, encargada de metilar transcritos especificos, como o ARN nuclear pequeno (snARN)
U6 e 0 mRNA de Mat2A. A metilacion do U6 snARN contribue ao correcto funcionamento do
espliceosoma, esencial no proceso de corte e empalme do ARN (Hong, Xu & Lee et al., 2022).
Pola sua parte, a modificacion do mRNA de Mat2A permite a regulacion dos niveis de S-
adenosilmetionina (SAM), o principal doador de grupos metilo na célula, actuando asi Mettl16

como un sensor metabdlico da metilacion celular (Imbriano et al., 2023; Hong et al., 2022).

Esta modificacion ten certo caracter reversible e dinamico grazas as encimas cofiecidas como
borradoras ou “erasers”: Fto (Fat Mass and Obesity-associated protein) e Alkbh3, que son capaces de

restaurar o estado orixinal do ARN ao eliminar a marca deste (Jia et al., 2011; Hong, J. et al., 2022).

Finalmente, a funcion bioloxica da m6A depende da sta interpretacion por proteinas cofiecidas
como lectoras ou “readers” entre as cales destaca a familia de proteinas Y4 que recofiecen o ARN
metilado e dirixen os transcritos modificados cara adestinos especificos na célula, regulando, por
exemplo, a sta estabilidade e dispoiiibilidade para a traducién (Wang et al., 2014). Neste grupo de

encimas podemos destacar:

e YTHDF1 promove a traducion dos transcritos modificados con m®A, facilitando a interaccion

cos ribosomas. (Wang, X. et al., 2015).
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e YTHDF?2 dirixe os ARN metilados cara & sua degradacion, regulando a estabilidade e a vida
media dos transcritos (Wang, X. et al., 2014).

e  YTHDEF3 coopera con YTHDF1 e YTHDF2, actuando como un modulador que potencia tanto
a traducion como a degradacion, segundo o contexto celular (Hong et al., 2022).

¢ YTHDCI1 ¢ unha proteina nuclear implicada no procesamento do pre-MARN, incluindo o corte
e empalme alternativo, e na exportacion do ARN ao citoplasma, regulando o trafico dos

transcritos modificados con m°®A desde o nucleo (Imbriano et al., 2023).

En conxunto, as modificacions epitranscritdmicas, especialmente m°A (figura 3), actian como
sinalizadores dinamicos que modulan a identidade celular, o desenvolvemento embrionario e as
respostas fisioloxicas, abrindo posibilidades en bioloxia celular, terapias dirixidas como as terapias

celulares e xénicas e medicina rexenerativa (Imbriano et al., 2023; Hong et al., 2022) .
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Figura 3: Papeis dos complexos “Writer”, “Eraser” e “Reader” da N6-metiladenosina na regulacion do mARN.
As modificacions m*A do ARN xogan papeis importantes nos mecanismos moleculares da bioloxia do ARN. Adaptado de Zhu,
W., Journal of Molecular Medicine, 2019.

2.4. A reprogramacion celular somatica

A capacidade de reprogramar células somaticas diferenciadas cara un estado de pluripotencia
inducida (iPSCs), similares as células nai pluripotentes do embrion pre-implantacion, representa un dos
avances mais significativos na bioloxia molecular e na medicina rexenerativa. Este fito, logrado por
Takahashi y Yamanaka no 2006, demostrou que a expresion exoxena de catro factores de transcricion
(Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc; conecidos como factores de Yamanaka) era suficiente para reverter o estado
diferenciado de fibroblastos de rato, converténdoos en células con propiedades similares as células nai

embrionarias (Takahashi & Yamanaka, 2006). Este descubrimento non s6 superou barreras éticas
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asociadas ao uso de embrions humanos, senén que abriu novas perspectivas para a investigacion

biomédica, o modelado de enfermidades e o desenvolvemento de terapias personalizadas.

Os estudos posteriores revelaron que a reprogramacion celular ocorre en duas fases distintas: unha
inicial estocastica, onde os factores introducidos activan xenes de forma aleatoria, € outra Xerarquica,
caracterizada pola activacion ordenada de xenes de pluripotencia como Nanog e Oct4 (Buganim et al.,
2012). Durante este proceso, obsérvase unha represion inicial de xenes relacionados coa adhesion
celular e un aumento na expresion de xenes involucrados na replicacion do ADN e na divisidn celular

(Kulcenty et al., 2015).

Mais ainda, estudos madis recentes sinalan que a expresion controlada ou ciclica dos factores de
Yamanaka pode restaurar caracteristicas epixenéticas propias de células novas, reducir o dano
acumulado no ADN e mellorar a funcién mitocondrial, sen chegar a unha desdiferenciacion completa
(Ocampo et al., 2016). Por este motivo, a reprogramacion parcial perfilase como unha estratexia
prometedora para o rexuvenecemento celular in vivo, ofrecendo un modelo experimental util para

estudar os mecanismos moleculares do envellecemento e desenvolver posibles terapias rexenerativas.

Na ultima década, hipotetizouse que a modificacion epitranscritomica do ARN, especialmente a
m°A, desempefia un papel crucial na regulacion da reprogramacion celular (Batista, P. J. et al., 2014).
En concreto, créese que a actividade das encimas reguladoras desta marca pode ser esencial para
controlar a expresion temporal e espacial de xenes clave durante a reprogramacion celular somatica.
Estudos recentes indican que a presenza de m°A en transcricions de xenes de pluripotencia favorece a
sua expresion adecuada e contribte a eficiencia do proceso de reprogramacion (Batista et al., 2014;
Geula et al., 2015). Asi, a regulacion dindmica das marcas de m®A no ARN constituiria unha nova capa

de control post-transcricional fundamental para comprender e optimizar a xeracion de iPSCs.

Con todo, o papel funcional da m°A na reprogramacion celular ainda estd en proceso de
esclarecemento, e a comunidade cientifica non chegou a un consenso definitivo sobre o seu impacto
global neste contexto. Porén, o papel preciso desta modificacion continuia a ser obxecto de debate, xa
que os mecanismos implicados non estan completamente dilucidados e algunhas evidencias

experimentais seguen sendo contraditorias ou contextuais.

Entre as diversas estratexias para introducir os factores de reprogramacion (plasmidos, mARN ou
proteinas recombinantes), os vectores lentivirais demostraron ser particularmente eficientes debido a
sua alta capacidade de transducion e expresion xénica sostida (Kulcenty et al., 2015). Ademais, a
diferenza dos retrovirus convencionais, os lentivirus poden infectar tanto células en division como

quiescentes.

Neste traballo empregamos o sistema OKSM (figura 4), un vector lentiviral optimizado que conten

os catro factores de Yamanaka nun tnico casete policistronico. Este sistema demostrou unha maior
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eficiencia que os vectores individuais, reducindo a variabilidade na expresion dos factores e

minimizando o risco de silenciamento xénico (Kulcenty et al., 2015). A maiores, permite un mellor

control da doses de infeccion e a monitorizacion da expresion transxénica.

OKSM
lentivirus

——

Oct4/c-Myc/Kfl4/S0x2
>

reprogramacion

Fibroblastos

iPSCs

Figura 4: Reprogramacion de fibroblastos a células nai pluripotentes inducidas (iPSCs).
A introducion dos factores de reprogramacion Oct4, c-Myc, Klf4 e Sox2 mediante un lentivirus (OKSM)
permite a conversion de fibroblastos somaticos en células nai pluripotentes inducidas (iPSCs). Este
proceso de reprogramacion celular reverte o estado diferenciado da célula, conferindolle propiedades
semellantes as das células nai embrionarias, como a capacidade de autorrenovacion e pluripotencia.
Imaxe creada coa ferramenta en lifia Biorender.

3. Obxectivos

Durante este traballo de fin de grao, basandonos no cofiecemento anteriormente resumido,

propuximonos os seguintes obxectivos:

Analizar os niveis de expresion de reguladores epitranscritomicos da modificacion m°A
empregando datos publicados de cultivos celulares de modelos de ratos con expresion
homocigota de proxerina (proxéricos) comparandoos cos de individuos silvestres homocigotos
para a expresion de laminina A (control).

Analizar os niveis de expresion de reguladores epitranscritomicos da modificacion m°A
durante o proceso de reprogramacion celular somatica empregando datos publicados.
Establecer posibles conexions entre os perfis de expresion dos reguladores de m°A ¢ os
procesos de envellecemento acelerado e rexuvenecemento celular, para explorar a potencial
contribucion das modificacions epitranscritdbmicas nestes procesos.

Avaliar o impacto funcional da modulacion de reguladores de m°A sobre a eficiencia da
reprogramacion celular somatica ¢ un paso clave, tendo en conta que estudos recentes

demostraron que a alteracion da expresion de proteinas lectoras, escritoras e borradoras de m*A
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pode mellorar ou dificultar a conversion de células somaticas en células nai pluripotentes

inducidas (iPSCs). Por exemplo, a inhibicion de FTO ou METTL3 pode modificar

significativamente a eficiencia e a calidade da reprogramacion, o que sita as modificacions

epitranscritdbmicas como obxectivos reguladores fundamentais neste proceso.

4. Materiais € métodos

4.1.Analise dun dataset de proxéricos fronte a sans

Para poder analizar o papel dos reguladores epitranscritomicos no contexto de envellecemento

acelerado, realizouse unha busqueda bibliografica utilizando a ferramenta online Gene Expression

Omnibus  (GEO)

do

National

Center of

Biotechnology = Information = (NCBI;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para procurar estudos transcritdbmicos de fibroblastos de rato que

expresasen proxerina (taboa 1).

Tras esta busqueda, selecionaronse os datos do artigo “Single-dose CRISPR-Cas9 therapy

extends lifespan of mice with Hutchinson-Gilford progeria syndrome” publicado no ano 2019 na revista

Nature Medicine (Beyret, E. et al., 2019).

Tipo Tipo de
Titulo do artigo celular ensaio Diseiio xeral do experimento
Single-Dose CRISPR/Cas9 | Analises de: (1) homocigotos para a expresion
. Fibroblastos o ) ) )
Therapy Extends Lifespan o Secuenciacion | de proxerina; (2) homocigotos para a expresion
. . . primarios - : .
of Mice with Hutchinson- q total de ARN | de laminina A; (3) heterocigotos con expresion
e rato
Gilford Progeria Syndrome de ambas proteinas.
Boosting ATM activity . o
. . o Andlises de individuos salvaxes
alleviates ageing and Secuenciacion . ]
. _ MEFs Sirt6-/-, o Atm-/- (alteraciéons nos mecanismos
extends lifespan in a de ARN o
. da glicolisis)
mouse model of progeria.
Dynamic Chromatin ) o .
Comparacion de individuos con xenotipo
Localization of Sirt6
. Andlises salvaxe RelA -/- e Sirt6 -/-. A perdida de Sirt6
Shapes Stress- and Aging- MEFs ) ) o
o ChIP-chip | ou Rel4 induce un fenotipo similar ao de células
Related Transcriptional _
. proxéricas.
Networks (ChIP-chip)
Dynamic Chromatin
o . Analises Comparacion de individuos con xenotipo
Localization of Sirt6 MEFs )
ChIP-chip salvaxe Reld -/- e Sirt6 -/-.

Shapes Stress- and Aging-
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE122865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE122865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE122865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE122865
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE109280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28585

Related Transcriptional

Networks (I1lumina)

Expression data from wild-

type and Zmpste24-/- ARN Anélises de fibroblastos con xenotipo salvaxe e
mouse embryonic . Zmpste24-/-.
MEFs Affymetrix '
fibroblasts (MEFs) at an ) As células con xenotipo Zmpste24-/- acumulan
microarrays o
early passage (passage 3, prelaminina A.
P3)

Taboa 1: Artigos identificados mediante a  busca  (fibroblast progeria mouse) AND "Mus
musculus"[porgn:__txid10090] na base de datos GEO (Gene Expression Omnibus). Incliense detalles sobre o tipo

celular empregado, o tipo de ensaio realizado e unha descricion xeral do deserio experimental para cada estudo.

Os datos do artigo seleccionado corresponden co analise de secuenciamento de ARN total (ARN-
seq) provinte de células de fibroblastos da punta de cola de ratos de dous meses de idade dos seguintes
xenotipos: homocigotos para a expresion de proxerina (version mutada do xen Lmna) e homocigotos
para a expresion de lamina A. Para cada condicion utilizaronse duplicados bioldxicos.

Para analizar 0s datos utilizamos a ferramenta online BioJupies

(https://maayanlab.cloud/biojupies/) a cal permite automatizar pasos criticos do procesamento de datos
transcritdbmicos, como a normalizacion e o analise de expresion diferencial ou enriquecemento de rutas.
Isto permite identificar con maior precision que xenes estan regulados diferencialmente entre
condicidns experimentais e que funcions bioloxicas poden estar asociadas a estes cambios (Torre D. et
al., 2018).

Empregamos os datos obtidos a través de esta ferramenta para xerar un arquivo de Excel que contifia
os datos de expresion, o “Fold Change” (FC) e o “False Discovery Rate” (FDR), dos xenes que se vian
alterados nos individuos proxéricos.

Unha vez recompilados estes datos, integraronse, utilizando a ferramenta de Microsoft Access, cos
datos doutro arquivo Excel que contifia unha lista de reguladores cofiecidos da modificacion
epitranscritdmica m°A, recopilados mediante busquedas bibliograficas. Este proceso permitiu
identificar que reguladores de m°A atopabanse alterados no contexto das células proxéricas. A
integracion realizouse establecendo unha relacion a través do nome do xene como identificador comun
en ambas taboas.

Exportouse o arquivo e seleccionaronse, de entre os reguladores alterados, Mettl3, Mettl14, Mettl16,

Fto e AlkbhS.

4.2.Analise dun dataset de reprogramacion celular somatica de fibroblastos de rato
Co obxectivo de estudar o comportamento dos reguladores epitranscritomicos da modificacion m*A
durante o proceso de reprogramacion celular somatica, realizouse unha analise bioinformatica dun

conxunto de datos transcritdmicos dispofiible publicamente na base de datos Gene Expression Omnibus
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE28585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE25257
https://maayanlab.cloud/biojupies/

(GEO). Os datos foron extraidos do estudo publicado por Hoetker et al. (2023), titulado “H3K36
methylation maintains cell identity by regulating opposing lineage programmes” (Hoetker et al., 2023).

O ficheiro de expresion xénica obtido (formato .xlsx), contén os valores normalizados da expresion
relativa de multiples xenes en fibroblastos de rato ao longo de distintas fases da reprogramacion (dias

0,2,4, 6, 8 e colonias iPSC finais).

A partir dos datos contidos na taboa de Excel, recompilaronse os niveis de expresion destes xenes
ao longo do tempo. A informacion foi organizada para xerar mapas de calor mediante ferramentas de
visualizacion como Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus), co obxectivo de

identificar patrons de regulacion temporal asociados ao proceso de reprogramacion.

4.3. Cultivo de lifias celulares

As células empregadas, HEK293T e fibroblastos primarios de rato, foron cultivados de maneira
estandar en medio DMEM alto en glicosa (Corning™, #15323531), suplementado con 10% de soro
fetal bovino (FBS), L-glutamina 200 mM, penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/mL. As lifias
celulares foron mantidas en condicions estandar de cultivo, en esterilidade usando unha campa de fluxo

laminar e en incubadoras a 37 °C con 5% de COs..

Para os ensaios de reprogramacion empregouse medio pluripotente con soro e LIF (SL). Este consta
de DMEM alto en glicosa (Corning™, #15323531), suplementado con 15% de FBS, 1% de mestura de
nucleodsidos, 200 mM de L-glutamina, 100 mM de aminoacidos non esenciais, penicilina 100 U/ml e
estreptomicina 100 pg/ml, 0,1 mM de B-mercaptoetanol e 1.000 U/mL de factor inhibidor de leucemia
(LIF).

4.4.Reprogramacion celular somatica de fibroblastos de rato
Antes de empezar co procedemento experimental propio da reprogramacion celular € necesario ter
nunha placa crecendo a lifia celular seleccionada, neste caso utilizaronse fibroblastos primarios

procedentes da cola dun rato adulto de 12 meses de idade.

O primeiro dia do procedemento aspirase o medio de cultivo da placa na que se encontran os
fibroblastos e, seguidamente, lavase o pocillo unha vez utilizando PBS 1X para eliminar calquera resto
de medio que poida quedar na placa. Este paso é necesario porque os medios de cultivo contefien
diferentes compostos que inhiben a accidn da tripsina, encima que utilizamos para despegar as células,

que crecen en adhesion, da placa. A incubacidn con tripsina realizouse durante 5 minutos a 37°C.

Unha vez transcorrido o tempo de incubacion, inhibiouse a accion da tripsina engadindo medio de
cultivo, e pasouse a suspension celular a un tubo Falcon que se centrifuga a 300 x g durante 5 minutos
para separar as células, que forman un pellet no fondo do tubo, do resto de compofientes da suspension.

Seguidamente, aspirouse o sobrenadante do tubo e resuspendeuse o pellet.
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Para o reconto celular empregouse unha camara de Neubauer. Unha vez contados os fibroblastos,
sementaronse dous pocillos con 16, 000 células por pocillo nunha placa de 12 pocillos, previamente
tratada con xelatina ao 0.1% na que se levara a cabo a reprogramacion celular somatica. Un dos pocillos
empregouse para a infeccion cos lentivirus OKSM e o segundo utilizouse como control negativo do

experimento.

Para a infeccion, que se levou a cabo 24 horas despois da sementa, preparouse unha mestura de
polibreno (concentracion de traballo 6 pg/mL) e medio de fibroblastos fresco. O polibreno é unha
molécula que aumenta a eficacia dos virus, entre 100 e 1,000 veces, na infeccion en células de

mamiferos xa que neutraliza a repulsion de carga entre a superficie celular e a dos virus.

Despois de retirar o medio antigo, esta mestura engadiuse a ambos pocillos. Esta metodoloxia
permitiu que as condicions experimentais sexan o mais semellantes posibles entre ambas condicions.

Finalmente, engadense 15 pL dos lentivirus concentrados OKSM no pocillo a reprogramar.

Todo o material de cultivo que estivera en contacto cos lentivirus descartouse en lixivia

concentrada.

A partir do terceiro dia, o medio cambiouse diariamente e comezouse a utilizar medio para
células nai embrionarias (medio SL). Este tipo de medio contén un compofiente non estandar: o Factor
Inhibidor da Leucemia, ou LIF, un factor de crecemento que se utiliza para manter células nai

pluripotentes (Wang, Y et al., 2015).

Ademais, periodicamente, tomaronse fotografias dos pocillos para avaliar os cambios que se
produciron na morfoloxia celular. Este procedemento mantivose durante os 14 dias seguintes a

infeccion.
4.4.1. Reprogramacion celular somatica con silenciamento con shARNs

Para testar a influencia de silenciar Mett/3 nos estadios temperans da reprogramacion celular
somatica, seguiuse o protocolo experimental descrito no apartado 4.4. con pequenas adaptacions. No
dia 1, sementaronse 5,000 fibroblastos/pocillo nunha placa de 48 pocillos previamente tratada con
xelatina ao 0.1%. Ao dia seguinte relizouse unha co-infeccion cos lentivius de shMettl3 ou shLuci e

lentivirus OSKM.

4.4.2. Procedemento experimental do anilise mediante citometria de fluxo da proteina

Nanog

No dia 14 da reprogramacion celular somatica levamos a cabo un protocolo para estimar a
porcentaxe de células reprogramadas mediante a deteccion de Nanog por citometria de fluxo. Para

levalo a cabo, recollemos as células mediante tripsinizacion durante 20 minutos a 37°C con varias

17



rondas de “up and down” a distintos tempos da tripsinizacién. O obxectivo de este procedemento ¢é
disgregar as células das colonias reprogramadas en células individuais, que continuarian adheridas entre
si se realizdsemos un protocolo de disgregacion quimica habitual. Despois de disgregar recollemos as

células con medio de cultivo nun tubo Falcon que centrifugamos a 300 xg durante cinco minutos.

A continuacion, contamos as células empregando unha camara de Neubauer e alicuotamos, nun
mililitro de PBS, a cantidade de células necesaria (320,000 células) para levar a cabo o protocolo de
citometria de fluxo e centrifugamos a suspension celular a 300 xg durante 5 minutos. Seguidamente,
retiramos o sobrenadante (no pellet encontranse as células) e realizamos un paso de lavado adicional
con PBS para volver a centrifugar a 300 xg durante 5 minutos. Unha vez centrifugadas volvese a retirar

o sobrenadante.

Como 0 noso obxectivo era detectar un marcador intracelular, Nanog, resuspendemos os pellets en
100 pL do medio de fixado do kit comercial “FIX AND PERM™ Cell Permeabilization Kit”

(Invitrogen) da compaiiia, durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente lavamos as células utilizando 1 mL de medio de lavado (0.1% NaN3, 5% FBS en

PBS 1X) e volvemos a centrifugar a 300 xg durante 5 minutos.

Despois de retirar o sobrenadante resuspendimos as células utilizando o medio de permeabilizacion
do kit e, a continuacion, dividimos a solucion celular en tres tubos: control negativo (sen anticorpo),
control do anticorpo secundario e a condicion experimental co anticorpo primario anti-Nanog e o

secundario.

Cada condicion contera 100 pL da suspension celular (100, 000 células) e, no caso dos Eppedorfs
correspondentes a condicién C, o anticorpo anti-Nanog da compaiiia Santa Cruz Biotechnology (sc-
134218). A incubacion co anticorpo primario realizouse durante 1 hora a temperatura ambiente en

axitacion constante.

Seguidamente volvimos a lavar as células con medio de lavado e centrifugamos a 300 xg durante 5
minutos. Aspiramos o sobrenadante e resuspendimos os pellets correspondentes nunha solucion que
contén un anticorpo secundario marcado con Alexa Fluor 488 (JacksonlnmunoResearch 715-545-150)
diluido no medio de permeabilizacién nunha proporcion 1:500. No caso da condicion A o pellet foi
resuspendido soamente utilizando o medio de permeabilizacion polo que no contendra ningiin dos

anticorpos. A incubacion realizouse a escuras e a 4°C durante 30 minutos.

Finalmente, lavamos as células utilizando o medio de lavado, centrifugamos a 300 xg durante 5
minutos e aspiramos o sobrenadante. Para realizar o analise por citometria de fluxo empregouse o
equipo Beckman Coulter CytoFLEX e resuspendemos os pellets en 200 pLL dunha dilucion de FBS en
PBS ao 2%.
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4.4.3. Ensaio de inmunofluorescencia

O dia 15 da reprogramacion celular somatica, as células fixaronse nos pocillos cunha solucion de
para-formaldehido (PFA) ao 4% en PBS 1X. Para isto, as células lavaronse utilizando 1X PBS e despois
incubaronse en PFA durante 15 minutos a temperatura ambiente. Despois de fixar a placa, lavouse duas

veces con PBS e en PBS ¢ sellada con parafilm a 4°C ata que se levou a cabo a tintura.

O primeiro paso da tinguidura é bloquear e permeabilizar as células. Para isto, aspirouse o PBS dos
pocillos e incubouse cun “buffer de bloqueo e permeabilizacion” composto por 5% FBS, 0.3% triton x-

100 en 1xPBS durante 30 minutos a temperatura ambiente e na escuridade.

Unha vez terminada a incubacion, lavaronse os pocillos utilizando PBS duas veces e comezouse a
incubacion co anticorpo primario anti-Nanog (sc-134218). Este estaba diluido nos compofentes do
“buffer de bloqueo e permeabilizacion” nunha proporcion 1:1,000 co respecto do stock. A incubacion

co anticorpo primario realizouse durante toda a noite, a escuras e a 4°C.

Ao dia seguinte os pocillos lavaronse con PBS tres veces e despois incubaronse co anticorpo
secundario Burro anti-rato AlexaFluor 488 (JacksonlnmunoResearch 715-545-150) nunha proporcion
1:500 mesturados con unha dilucion DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) nunha proporcion 1:1000

(concentracion inicial= 1 mM) durante unha hora e media, a temperatura ambiente e na escuridade.

Despois fixéronse os ultimos tres lavados con PBS e tomaronse as fotos utilizando un microscopio

ZEISS Celldiscoverer 7 capaz de captar a fluorescencia emitida polo anticorpo secundario e DAPIL.

4.5.Xeracion de particulas lentivirais

Para producir as particulas lentivirais que empregaremos en fibroblastos nos apartados 4.6. ¢ 4.7.
empregamos células HEK293T que se co-transfectan con vectores que codifican para proteinas
lentivirais que permitiran formar os lentivirus e o vector que permite a expresion dos shARN
correspondentes. Para isto sementamos 500,000 células/pocillo HEK293T en placas de 6 pocillos cun
medio composto por DMEM+ 10% FBS con penicilina e streptomicina. Os cultivos incubanse a 37°C,

5% CO; durante a noite.
Ao dia seguinte da sementa, realizamos as seguintes dilucions:

e Por cada pocillo, 0.05 pL de JetPei 5x diluido en 100 uL. de NaCl 150mM.
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e Por cada pocillo, 1250 ng de ADN en NaCl 150mM nun volume final de 100 pL.

Nome dosh Xendiana Secuencia diana

pLSthl)_f (:n Luciferasa 5’-CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG-3’
pLKO.pim- ’ ’
Fto 5’ -TAGTCTGACTTGGTGTTAAAT-3
shFto#1

pLKO.pim- , ’
shMettl3#3 Mettl3 5’-GGAGATCCTAGAGCTATTAAA-3
pLKO.pim- , ’
shMettl1441 Mettl14 5’-CGGGAAAGAAACCGATCCAAT -3

Taboa 2: Nome dos vectores pLKO empregados para o silenciamento xenético mediante shARN, xunto cos seus
correspondentes xenes diana (Luciferasa, Fto, Mettl3 e Mettl14) e as secuencias especificas empregadas.

Para mesturar de maneira apropiada as dilucidons vortexeamos e espineamos cada unha antes de
utilizalas. Seguidamente, engadimos a solucion de JetPei na mestura de ADN e volvemos a vortexear e
espinear. Neste paso ¢ de importancia critica mesturar as dilucions neste orde para non diminuir a

eficiencia de transfecion. Esta mestura final incubase durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Durante a incubacion, reemplazamos o medio das HEK293T por 2 mL de medio fresco e, a
continuacion, engadese a mestura pinga a pinga nos pocillos, e homoxenizase para dispersar a mestura.
E importante non realizar este paso de forma pouco vigorosa para evitar que as células se desprendan
da placa. Finalmente, devolvemos as placas ao incubador e, vintecatro horas mais tarde realizamos un

cambio de medio, descartando o medio en lexivia.

Corenta e oito e setenta e dous horas despois de realizar a transfecion recollemos o medio en tubos
Eppendorf de 2 mL que foron almacenados a -80°C ata que se realizan as infeccions descritas nos

apartados 4.6.

Dia0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Sementa de células Transfecién cos ~ Cambio de medio Recollida e Recollida e
Hek293T lentivirus concentraciéon as 48 concentracion as 72
horas horas

Figura 5: Esquema temporal da xeracion de particulas lentivirais. O Dia 0 realizouse a sementa celular, seguida pola
transfecion o Dia 1 e o cambio de medio o Dia 2. A recollida das particulas lentivirais foron feitas as 48 horas (Dia 3) e as

72 horas (Dia 4).
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4.6.Infeccion de fibroblastos de rato utilizando shARNSs para testear a sta eficiencia

Contaronse e sementaronse 32,800 fibroblastos inmortalizados por pocillo nunha placa de 12
pocillos en 1 mL de medio. Sementaremos un pocillo por cada shARN e dous mais para poder levar a
cabo a seleccion: un deles correspondera co control positivo ou de viabilidade e outro co control

negativo ou de morte.

Vinte catro horas despois realizouse a infeccion cos shARNs. Neste caso, os lentivirus que
contefien os constructos cos shARNs non estan concentrados polo que facemos unha mestura 50/50 do
sobrenadante lentivirico e de medio fresco con polibreno (a concentracion final de polibreno empregada

foi de 6 pg/mL). A confluencia das células no momento da infeccion foi do 40%.

Ao dia seguinte, comezamos a seleccidon con puromicina, a unha concentracion de traballo de 2
pg/mL. O antibidtico engddese coas células en suspension polo que ¢é necesario tripsinizalas
previamente a engadir a droga. A seleccion manteuse ata que todas as células do control de morte (sen

infeccion e tratadas con puromicina) estaban mortas.

4.7. Extraccion de ARN, sintese de ADN complementario e gPCR
Para extraer ARN das células empregouse o kit comercial EZNA Total RNA Kit seguindo as
instrucions do fabricante. Unha vez extraidos todos os ARN cuantificaronse utilizando un Nanodrop.
Unha vez obtidas as cantidades e calidade dos ARNs realizamos a transcricion reversa (RT) usando
1,000 ng de ARN total e a qScript cDNA superMix (5x) total e 4 pL. da qScript cADN supermix
(QuantaBio) ata un volume final de 20 pL.

Para a sintese de cADN empregouse o seguinte protocolo: 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C
e 5 minutos a 85°C. O cADN diluise e almaceouse a -20°C ata que se realizou a q-PCR. Para a
realizacion da g-PCR empregaronse os oligos, tanto forward como reverse, listados na taboa 3.

Oligo Secuencias

Act (F) 5’-ACCAACTGGGACGACATGGAGAAG-3’
Act (R) 5’-TACGACCAGAGGCATACAGGGACA-3’
Mettl3 (F) 5-ATCCAGGCCCATAAGAAACAG-3’
Mettl3 (R) 95-CTATCACTACGGAAGGITGGG-3’

Fto (F) 5’-TTCATGCTGGATGACCTCAATG-3’

Fto (R) 5’-GCCAACTGACAGCGTTCTAAG-3’
Mettl14 (F) 5-CTGAGAGTGCGGATAGCATTG-3’

Mettl14 (R) 5-GAGCAGATGTATCATAGGAAGCC-3’
Tdboa 3: Secuencias do oligos empregados na gPCR. (F): forward, (R): reverse.

Se prepararon mezclas de 5 uL. de PowerUp SYBR Green master mix, 1 pL dunha mix 10 pM de

dos oligos “forward” e “reverse” e 4 uL. cDNA diluido. Estas mesturas cargaronse en placas de 384
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pocillos e a qPCR levouse a cabo no sistema de PCR en tempo real QuantStudio 5 seguindo o programa

da taboa 4.

N© de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 95 10 minutos
95 15 segundos
40 55 15 segundos
72 40 segundos
1 95 5 segundos

65

1 (subindo 5°C/minuto ata alcanzar os 97°C) 1 minuto
1 97 15 segundos

- 4 manter

Taboa 4: Programa utilizado para a gPCR co niimero de ciclos, a temperatura e o tempo de de cada un deles.

O deseio experimental da qPCR baseouse na analise da expresion de distintos xenes implicados na
modificacion epitranscritomica m®A (Mettl3, Mettll4 ¢ Fto) en poblacion celulares infectados cos
diferentes shARNs que aparecen na taboa 3. Realizaronse reaccions en triplicado para cada xene en
cada condicidon experimental o que permitiu avaliar a reproducibilidade e minimizar a variabilidade
técnica. Ademais, incluironse controis negativos sen cADN con auga H-O para verificar a ausencia de
contaminacion ou amplificacion inespecifica. Esta configuracion permite comparar de forma fiable o
efecto da interferencia xenética sobre os niveis de expresion dos xenes de interese entre as diferentes

condicidns experimentais.

5. Resultados e discusion

S.1.Analise in silico de reguladores epitranscritomicos en modelos de rato de
proxeria

En primeiro lugar realizouse unha analise para determinar se habian diferenzas globais de expresion
entre os ratos proxéricos e os de fenotipo salvaxe. Para isto, realizouse unha analise de compofentes
principais (PCA), que se utiliza comunmente para reducir a dimensionalidade dos datos e visualizar
agrupacions e patrons empregando a ferramenta Biojupies. Os eixes explican distintos porcentaxes da
varianza total polo cal podemos afirmar que este tipo de visualizacion dos datos captura toda a
variabilidade dos datos orixinais.

Na grafica da figura 6, vemos que os grupos de fenotipo salvaxe (control) e proxéricos aparecen
claramente separados polo PC1, o que suxire que existen diferenzas importantes na distribucion dos
datos entre ambas condicions. Ademais, os dous replicados de cada condicion agrupan entre si,

indicando unha boa semellanza entre as mostras e validando o uso deste dataset nas posteriores analises.
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En conclusion, o PCA mostra que os datos baixo as condicions control e proxérico agrupanse de
forma diferenciada, polo que podemos afirmar que as condicions, individuos sans ou proxericos, afectan

claramente & expresion xénica dos individuos.

_____ N -0,6 . Control

ot . @ Proxérico
. ' 0,4
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PC2 (34,9%)

Figura 6: Andlise de componentes principais (PCA) en 3D da expresion xénica en mostras control e proxéricas. Cada
punto representa unha mostra individual: azul para Control e vermello para Proxérico. As elipses indican agrupacions
segundo a variacion explicada polas tres primeiras comporientes principais: PC1 (49.5%), PC2 (34.9%) e PC3 (15.6%).

Para visualizar todos os xenes diferencialmente expresados entre as condicions control vs proxérico,
obtivose un grafico de volcan, ou volcano plot (figura 7).

O eixe das X representa o cambio de expresion transformado en logaritmico en base 2 (log2
FoldChange). A esquerda do eixe das ordenadas encontranse os valores negativos do logaritmo, é dicir,
aqueles xenes que estan expresados nun menor nivel (regulados 4 baixa; representados en azul) nos
individuos proxéricos, e a dereita encontranse aqueles valores que exprésanse nunha maior medida
(regulados & alza; representados en vermello). Aqueles xenes que no presentan un cambio significativo
na expresion entre as condicion aparecen en negro na grafica. O eixe das ordenadas (-log10P) representa
o valor de significanza estatistica: canto mais alto € o valor neste eixe, mais significativo ¢ o resultado

(p-valores mais pequenos).
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Observando a grafica podemos concluir que unha gran cantidade de xenes estan alterados a causa
da presenza da mutacion en forma homocigota no xen da Laminina nos fibroblastos, con 9,712
regulados 4 alza e 11,679 regulados a baixa na condicion de proxéricos respecto ao control. Este analise
vai en lifia co demostrado ata o momento, a Laminina non ¢ s6 necesaria para manter a integridade
nuclear se non tamén para manter unha apropiada expresion xénica nas células (Lammerding, J. et al,

2006).

Regulado a baixa en proxéricos Regulado a alza en proxéricos

4
3
o [
o [
n
o 2
[
[ ]
1
0
-5 0 5
log2FC

Figura 7: Grdfica tipo volcan que representa a expresion diferencial de xenes no tecido proxérico. O eixo X amosa o
cambio de expresion en logaritmo base 2 (log2FC), mentres que o eixo Y representa a significancia estatistica como -
log10 do valor p. Os puntos vermellos indican xenes sobreexpresados (up-regulated) no tecido proxérico, e os azuis
indican xenes infraexpresados (down-regulated). Os puntos negros corresponden a xenes sen cambios significativos na
expresion.

Para explorar estes xenes regulados diferencialmente, levaronse a cabo os andlises de
enriquecemento funcional (“gene ontology ™), tanto para os 137 xenes 4 alza, en vermello, como para
os 98 regulados 4 baixa, en azul, en resposta a4 expresion de Proxerina, a forma andmala da Laminina
A. O eixe das abscisas mostra os valores de -log10(P).

A andlise de funcions bioldxicas mostra que, nos individuos con proxeria (HGPS), hai unha
regulacion diferencial clara de diversas rutas moleculares en comparacion cos individuos control.

Na figura 8A, os procesos positivamente regulados en individuos proxéricos inclien:

e A regulacion positiva da sinalizacion da quinasa-3 de fosfatidilinositol, que estd implicada en

procesos de crecemento e supervivencia celular.

e A organizacion da matriz extracelular, cuxa activacion pode estar relacionada con procesos de

remodelado tisular ou fibrosis, frecuentes en condicions de envellecemento prematuro.

e A presenza incrementada de compofientes integrais da membrana plasmatica, que pode reflectir

cambios na composicion ou funcion das membranas celulares.

e A regulacion da fosforilacion dos residuos de tirosina, un mecanismo clave na transducion de

sinais e na activacion de proteinas reguladoras.
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Na figura 8B, os procesos negativamente regulados son principalmente rutas inmunoloxicas,
incluindo:
e A resposta celular ao interferon tipo 1 e ao interferon gamma, que xogan papeis esenciais na
defensa fronte a infeccions virais e na modulacion da resposta inmune.
e A via de sinalizacién mediada por citoquinas, esencial para a comunicacién intercelular en
procesos inmunes.
e A regulacion negativa do ciclo de vida virico, o que poderia suxerir unha diminucién na

capacidade de defensa contra infeccidns virais.

Por un lado, a activacién de procesos como a sinalizaciéon da quinasa-3 de fosfatidilinositol, a
organizacion da matriz extracelular ou a fosforilacion de residuos de tirosina en individuos con HGPS
¢ consistente coa presenza de alteracions no trafico nucleocitoplasmatico, a expansion nucleolar e a
disfuncion mitocondrial. Isto é debido a que estas rutas estan asociadas ao crecemento celular
desregulado, remodelado tisular e cambios estruturais, todos eles fendmenos esperables nun contexto
de inestabilidade nuclear como o que causa a proxerina. A presenza incrementada de compofientes da
membrana plasmatica tamén pode estar relacionada coa reorganizacion estrutural global e as alteracions

no transporte intracelular (Cao, K. et al., 2007; Kubben, N. et al., 2017).

Por outra banda, a supresion de rutas inmunes (como a resposta ao interferén tipo I e gamma ou a
sinalizacion mediada por citoquinas) observada na figura 8B pode estar relacionada coa acumulacién
de danos no ADN, o acurtamento telomérico e a disfunciéon mitocondrial, que, en conxunto, provocan
un estado celular pro-envellecemento, con perda de funcionalidade e capacidade de resposta ante

estimulos externos. A menor capacidade de resposta inmune suxerida polos datos € coherente coa maior
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susceptibilidade a infeccions e procesos inflamatorios cronicos que caracteriza os pacientes con HGPS

(Lépez-Otin, C. et al., 2013).

A: Xenes regulados & alza en individuos proxéricos

Reagulacion positiva da senalizacion da quinasa-3 de
fosfatidilinositol

Organizacion da matriz extracelular

Regulacion dafosforilacion dos reisiduos de tirosina

0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
-log( p-valor)

Xenes regulados a baixa en individuos proxéricos
Regulacion negativa do ciclo de vida virico
Resposta celular frente ao interferon gamma

Via de senaliacion mediada por citoquinas

Respota celular ao interferon tipo 1

0,000 2,000 4,000 6,000 8000 10,000 12,000 14,000 16,000
-log(p-valor)

Figura 8: Andlise de enriquecemento de funcions bioloxicas (Gene Ontology) realizada coa ferramenta en lifia BioJupies a
partir dun conxunto de datos transcritomicos de individuos homocigotos para a expresion de proxerina (proxéricos)
comparados con individuos homocigotos para a expresion de laminina A (control).
A) Procesos bioloxicos significativamente regulados a alta en individuos PrOXéricos.
B) Procesos bioloxicos significativamente regulados a baixa en individuos proxéricos.

O eixe X representa os valores de -log(p-valor), indicando a significancia estatistica dos termos enriquecidos.

Finalmente, se analizaron os niveis de expresion de distintos reguladores de m®A co obxectivo de

observar se hai diferenzas entre ambas condicions de estudo.

A grafica da figura 9 mostra a expresion de ARN dos principais reguladores da modificacion
epixenética m°A en condicions silvestre (WT, do inglés “wild type”) e HGPS, concretamente para os
xenes Mettl3, Mettl14, Mettl16, Fto e Alkbh5. Este analise non revelou diferencias de expresion para
ningn dos xenes analizados, suxerindo unha expresion amplamente conservada destes reguladores
entre os dous contextos celulares, sendo necesarias analises mais profundas para esclarecer calqueira

implicacion funcional real.

Con todo, a ausencia de cambios a nivel de ARN non exclie posibles alteracions funcionais destas

encimas polo que seria interesante avaliar se existen modificacionsa nivel proteico, xa que poderian
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estar sometidas a regulacion post-transcricional, como cambios na estabilidade, na traducién ou
degradacion das proteinas. Ademais, tamén poderia haber variacions na sta actividade encimatica,

mesmo sen cambios na sua abundancia.

Para investigar isto, poderian realizarse analises directas dos niveis de m®A nos ARN mensaxeiros
mediante técnicas como LC-MS/MS (cromatografia liquida — espectrometria de masas en tandem),
meRIP-seq (inmunoprecipitacion de ARN con m°A seguida de secuenciacion) ou mCA-CLIP
(Cruzamento e inmunoprecipitacion de m°A), que permitirian detectar cambios globais ou especificos
nos patrons de metilacion. Estudos previos tefien empregado este tipo de aproximacions en modelos de
enfermidades ou en diferentes contextos celulares para revelar alteracions funcionais nos niveis de m°A,

mesmo en ausencia de cambios na expresion dos xenes reguladores (Jiang et al., 2021; Gao et al., 2022).
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Figura 9: Expresion media de ARN dos principais reguladores de m°A (Mettl3, Mettl14, Mettl16, Fto e AlkbhS5) en
condicions WT e HGPS. As barras representan a media de expresion en RPOM (lecturas por quilobase por millon de

lecturas mapeadas) con erro estindar. Os valores numéricos de esta grdfica aparecen contidos na figura
suplementaria 1.

5.2.Anailise da expresion de reguladores de m°A durante a reprogramacién somatica
celular:

Os primeiros cambios detectables na reprogramacion celular somatica, a nivel morfoloxico,
maniféstanse a través dunha transicion celular coordinada, que incliie unha répida reduciéon do tamafio
celular e o inicio da formacion de agrupamentos compactos de células redondeadas. Neste contexto,
destaca a transicion mesénquima-epitelio (MET), que implica a perda de caracteristicas mesenquimais,
como a motilidade celular, ao tempo que se adquiren propiedades epiteliais, tales como o
establecemento de contactos célula-célula, a polaridade celular e a expresion de moléculas de adhesion

(Li et al., 2010; Samavarchi-Tehrani et al., 2010; Zaravinos et al., 2015).
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Co obxectivo de estudar que o ARN-seq empregado reproduce o contido da literatura,
analizaronse os valores de expresion xénica que aparecen na figura 10. Os datos corresponden cos
obtidos dos cultivos entre os dias 0-8 da reprogramacion e as iPSC nas poboacidns celulares OKSM,
nos que se puido advertir: unha regulacion 4 alza e homoxénea de reguladores epiteliais (figura 10A) e
unha regulacion a baixa de varios marcadores mesenquimaticos (figura 10B) conforme avanza o

proceso de reprogramacion celular.

A Nome do xen
Cdh1
Epcam
Cldn3
Ocln
B Nome do xen do d2 d4 dé d8 iPSCs
Zeb1
Snai2
Vim | 109262,79 | 117974,19 78782,75
Fn1 32538,15 31508,18
Cdh2 1580,13 1040,19

Figura 10: Media da expresion obtida das células durante a reprogramacion. Os xenes da taboa A son marcadores epiteliais
e os contidos na taboa B son marcadores mesenquimais. d0: dia cero; d2: dia 2; d4: dia catro, d6: dia seis; d8: dia oito e
células pluripotentes inducidas (iPSCs). Marcado por un gradiente por fila vermello-azul os niveles de expresions dos xenes
de mais a menos abundante.

Superada esta fase de iniciacion, marcada pola MET, iniciase a fase de maduracion. Durante
esta etapa, a expresion dos marcadores mesenquimais desaparece por completo mentres se activa de
maneira progresiva a expresion de xenes asociados 4 pluripotencia, como Fbxol5 e Sall4, seguidos por
Nanog, Esrrb e Oct4 endoxeno. A activacion definitiva de Nanog representa un punto de inflexion
necesario e irreversible, que permite o paso a fase final da reprogramacion: a fase de estabilizacion

(figura 11) (Martin Lopez, M., 2016).

Nesta ultima etapa producense cambios transcricionais e protedomicos significativos,
caracterizados pola reactivacion secuencial de xenes responsables do mantemento e regulacion da
pluripotencia, como Lin28, Rexl, Dppa2 (Developmental pluripotency associated 2), Dppa3, Dppa4,
Dppas, Gdf3 (Growth and differentiation factor) e Utfl. Este proceso culmina coa consolidacion do
estado pluripotente nas células reprogramadas (figura 11) (Martin Lopez, M., 2016).

Nome do xen dé d8 iPSCs
Fbxo15 135,76 281,70
Sall4 316,48 923,29
Nanog 240,62 1766,46
Esrrb 50,73 602,29
Octd. 3820,95 5336,64
Lin28 28,58 205,53
Rex1 105,60 91,68 126,80
Dppa2 2,42 1,61 32,68
Dppa3 1.82 5.94 160.14

Figura 11: Media da expresion obtida das células durante a reprogramacion durante as fases de maduracion e de
estabilizacion. d0: dia cero; d2: dia 2; d4. dia catro; d6: dia seis; d8: dia oito e células pluripotentes inducidas (iPSCs).
Marcado por un gradiente por fila vermello-azul os niveles de expresions dos xenes de mdais a menos abundante.
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Seguidamente, propuxenme analizar a expresion dos principais escritores, borradores e lectores,
involucrados na regulacion de m°A en mARN durante as distintas fases da reprogramacion empregando
os datos citados. Para isto, se realizou un mapa de calor coa ferramenta en lifia Morpheus, o cal aparece
na representado na figura 12. Nel podemos observar que a expresion de xenes codificantes de
reguladores de m°A varia segundo avanza a reprogramacion celular dos fibroblastos de rato cara células

1PSCs:

e En canto aos “writers”, Mettl3 e Mettl14 pddese afirmar que a sua expresion xénica tende a
aumentar gradualmente dende os fibroblastos ao dia 0 de reprogramacion ata que estan
completamente reprogramadas as células a iPSCs. No caso de Mettl/16 prodicese un pico na
expresion no dia 2, diminue o dia 4 e despois aumenta progresivamente ata chegar ao estado de
iPSCs. Este suceso pode indicar que o proceso de escritura de m®A é de unha necesidade maior
segundo avanzan as etapas da reprogramacion.

e Por outra banda, os dous “erasers” non seguen a mesma tendencia. A/kbh5 ten altos niveis de
expresion nas iPSCs. Pola contra, os valores correspondentes con Ffo tenden a diminuir durante
os oito primeiros dias da reprogramacion e tefien un leve repunta nas colonias de iPSCs, polo

que os niveis mais altos de este xen encontranse nos fibroblastos a dia 0.
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Finalmente, os “readers”: a expresion de Ythdf2? aumenta entre os dous primeiros dias da
reprogramacion e despois diminte progresivamente ata un nivel medio nas iPSCs; Ythdcl vai
aumentando a sua expresion progresivamente ata chegar ao estado de iPSCs; Ythdc?2 ten un pico
de expresion no dia dous e despois a stia expresion dimintie entre os dias 4 ¢ 6 e finalmente
aumenta ata chegar ao estado de iPSCs; Ythdfl1 ten o seu pico de expresion no estado final de
iPSCs; e Ythdf3 ten os seus maiores niveis de expresion os primeiros dias da reprogramacion.
Observando estes datos, podese especular que estas proteinas poderian ter como funcién
facilitar a eliminacion do transcritoma orixinal, propio dos fibroblastos, mediante a degradacion
selectiva dos ARNs metilados, permitindo, deste modo, establecer un novo transcritoma
compatible cun estado de pluripotencia. . Ademais, as distintas tendencias na expresion dos
distintos “readers” suxire que posiblemente cumpran funciéns unicas e non redundantes neste
proceso, observacion apoiada por estudos publicados que demostran que YTHDF2 ¢ YTHDEF3,

pero non YTHDEF1 son necesarios para a reprogramacion celular somatica (Liu, J., et al., 2020).
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Figura 12: Mapa de calor da expresion xénica de “writers” (Mettl3, Mettll4 e Mettl16), “erasers” (Alkbh5 e Fto) e
“readers” (Ythdcl, Ythdfl, Ythdf2,) de m6A durante o proceso de reprogramacion celular cara a células nai pluripotentes
inducidas (iPSCs). Amosanse os niveis relativos de expresion dos xenes relacionados coa metilacion do ARN en distintos dias
do proceso de reprogramacion (d0 a d8) e en células iPSC. As cores indican os niveis de expresion relativa, onde o azul
representa expresion minima e o vermello expresion maxima. Os valores numéricos representados en este mapa de color

aparecen contidos na figura suplementaria 2.
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5.3.Uso do sistema lentiviral OKSM para reprogramar fibroblastos de rato
Durante o proceso de reprogramacion celular dos fibroblastos de cola de rato adulto mediante
infeccion cun construto lentiviral OKSM, realizouse un seguimento visual da evolucion morfoloxica
celular e tomaronse imaxes por microscopia Optica nos dias 1, 6 e 13 posteriores 4 infeccion. Este
seguimento permitiu avaliar de forma cualitativa o progreso do proceso de reprogramacion, asi como

identificar indicios iniciais da formacion de colonias de células pluripotentes inducidas (iPSCs).

No dia 1, despois da infeccion viral, os fibroblastos presentaban a morfoloxia tipica de células
fusiformes, alongadas e organizadas en monocapa adherida ao fondo do pocillo. A sta distribucion era

uniforme e non se apreciaban signos de diferenciacion ou alteracions estruturais. (figura 13).

No dia 6, tras varios dias de exposicion ao medio SL e 4 accion dos factores de transcricion
codificados polo lentivirus (Oct4, Kif4, Sox2 e c-Myc), comezaron a observarse os primeiros cambios
morfoloxicos. En certas zonas do pocillo tratado, as células perderon a stia forma fusiforme e comezaron
a adquirir unha morfoloxia mais redondeada e compacta, formando pequenos grupos celulares. Estas
estruturas son indicativas do inicio da MET. A diferenza co control negativo era evidente, xa que neste

ultimo non se rexistraban cambios morfoloxicos nin formacion de agrupamentos celulares.

No dia 13, os sinais de reprogramacién eran mais pronunciados. As colonias redondeadas e
compactas, con bordes definidos, era visibles no pocillo infectado. Estas caracteristicas son propias das
colonias de iPSCs e coinciden cos criterios morfoloxicos, descritos na literatura para células, en estado
pluripotente. Pola contra, o pocillo control mostraba un crecemento celular tipico de fibroblastos, sen

formacion de colonias nin cambios estruturais.

En resumo, a analise das imaxes ao longo do experimento amosa unha progresion clara e
consistente da reprogramacion celular inducida por lentivirus OKSM: a aparicion progresiva de
colonias con morfoloxia compatible con iPSCs no pocillo tratado, e a stia ausencia no control negativo,.

Estes resultados confirman a eficacia do protocolo empregado e reforzan o valor da observacion
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morfoldxica como ferramenta complementaria ao diagnostico molecular no seguimento de procesos de

reprogramacion celular.

Dia 1

Figura 13: Seguimento morfoloxico do proceso de reprogramacion celular con OKSM ao longo de 13 dias.
Imaxes de microscopia de células vivas sen tinguir control (- OKSM) e en reprogramacion (+ OKSM) a dias 1,6 e 13 da

reprogramacion celular. Escala: 100 pum..

5.3.1. Analise mediante citometria de fluxo da eficiencia de reprogramacion:

Co obxectivo de cuantificar o porcentaxe de células reprogramadas a dia 13 da reprogramacion,
procedeuse a detectar células que expresaban Nanog, un factor de transcricion que axuda no
mantemento da pluripotencia mediante a supresion de factores de determinacion celular (Heurtier, V.,
Owens, N., Gonzalez, 1. et al., 2019), mediante citometria de fluxo. Na figura 14 e a tidboa resumo 5
recollense o porcentaxe e nimero de células detectadas como positivas para Nanog na mostra do ensaio

€ 0s controis.
Observando os datos obtidos na taboa e figura superiores podemos afirmar que:

1. A porcentaxe de células Nanog positivas nas respectivas poboacions celulares son consistentes
cos valores esperados para cada grupo experimental:

a. Control negativo (SCR c -):

Nesta condicion, as células non foron expostas a ninglin anticorpo, actuando como

control basal para avaliar a autofluorescencia do sistema. O sinal verde detectado foi

lixeiro, o que indica que corresponde ao ruido de fondo propio do equipamento e non

a sinal especifica. Estes resultados confirman que a autofluorescencia non interfire de

maneira significativa na deteccion do marcador Nanog.
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b. Control con SO anticorpo secundario (SCR sec. Ab.):
Este control é fundamental para descartar unions inespecificas do anticorpo secundario.
Observouse unha porcentaxe minima de células fluorescentes, comparable ao control
negativo, o que indica que o anticorpo secundario non se une espontaneamente a
estruturas celulares. Asi, podemos concluir que a fluorescencia observada nas
condicions experimentais se debe exclusivamente 4 union especifica do anticorpo
primario contra Nanog.

¢. Condicion experimental (SCR Nanog (+)):
Na condicién onde se incubaron as células con ambos anticorpos (primario anti-Nanog
e secundario fluorescente), observouse unha porcentaxe significativamente superior de
células fluorescentes. Este resultado é coherente coa expresion esperada de Nanog nas
células reprogramadas, confirmando a presenza deste marcador pluripotente na
poboacion analizada.

2. Os procesos de fixacion e lavado empregados no protocolo experimental deben ser claramente
optimizados, xa que, observouse que a cantidade final de células detectadas no ensaio, en todas
as condicidns, € significativamente inferior a poboacion celular inicial. Esta flutuacion non sé6
compromete a reproducibilidade do experimento senén que tamén dificulta a interpretacion
cuantitativa dos datos, debido a que na analise por citometria de fluxo a cantidade e calidade
celular son factores criticos. E posible que as perdas estean relacionadas con tempos de
incubacion excesivos, manipulacions bruscas ou centrifugacions inadecuadas, polo que se
recomenda revisar detalladamente cada etapa para minimizar perdas celulares. Ademais, esta
escasa cantidade de eventos dificultou a definicion clara da poboacidn de células (gating) e a

separacion de posibles os restos celulares (debris) que podian estar contidos na mostra.

En conclusion, podemos afirmar que, para solucions futuras, € necesario mellorar o rendemento do
protocolo mediante cambios no niimero de células inicial ou nos procesos de fixado e lavado das

poboacions celulares.
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Figura 14: Graficas obtidas do ensaio de citometria de fluxo (FACS) para a deteccion do marcador Nanog en
distintas condicions experimentais. As poboacions celulares analizaronse tras a incubacion co anticorpo primario
anti-Nanog e o anticorpo secundario conxugado con Alexa Fluor 488.
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N° de células | % de células Nanog positivas

SCRdl4 ¢ (-) 2731 0.77
SCR d14 sec. Ab. 2381 1.97
SCR d14 Nanog (+) 2916 35.12

Tdaboa 5: numero de células e porcentaxe de células Nanog positivas obtidas en cada condicion de estudo despois de
realizar o protocolo de citometria de fluxo (4.4.1.)

5.3.2. Deteccion da activacion do marcador de pluripotencia Nanog trasla

reprogramacion mediante inmunofluorescencia

Como aproximacion complementaria ao analise por citrometria de fluxo, levouse a cabo unha
immunofluorescencia para Nanog tamén a dia 13 de reprogramacion. Os resultados obtidos do ensaio
de inmunofluorescencia mediante microscopia foron claros: no pocillo tratado co lentivirus OKSM,
observouse unha sinal fluorescente verde intenso exclusivamente nas células que formaban colonias,
indicando a expresion do marcador Nanog e, polo tanto, a reprogramacion efectiva dos fibroblastos.
Pola contra, as células que non formaban colonias nestes mesmos pocillos non presentaban sinal verde

detectable, o que reforza a especificidade da expresion de Nanog nas células reprogramadas (figura 14).

No caso do pocillo control, que non foi infectado co lentivirus, non observamos ningunha sinal
significativa de fluorescencia verde, confirmando que a sinal observada é especifica e consecuencia
directa da expresion dos factores de transcricion OKSM contidos no lentivirus. A ausencia de sinal
inespecifica nos pocillos control tamén valida a especificidade dos anticorpos utilizados, tanto primario
coma secundario, e confirma a eficacia do protocolo de bloqueo e lavado. Ademais, a distribucion
nuclear da fluorescencia azul (DAPI) foi uniforme e coherente co numero e morfoloxia esperada dos
nucleos, o que indica que o procedemento de fixado e permeabilizacidon non afectou negativamente 4

integridade celular.

En resumo, este ensaio a pequena escala confirma a eficacia do proceso de reprogramacion
mediante lentivirus OKSM, e demostra que o protocolo de tinguidura inmunofluorescente ¢ fiable para

detectar a expresion de marcadores de pluripotencia como Nanog.
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A: OKSM (+)

Dapi Nanog Merge
B: OKSM (-)

Dapi Nanog Merge

Figura 15: Imaxes obtidas mediante microscopia de fluorescencia do ensaio de reprogramacion en placa de 48 pocillos. As
células foron tinguidas con DAPI (azul) para visualizar os nucleos e co anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (verde) para
detectar a expresion do marcador de pluripotencia Nanog. A: células infectadas co lentivirus OKSM. B: células non
infectadas. na figura), indicando unha reprogramacion efectiva. As imaxes foron adquiridas co microscopio ZEISS
Celldiscoverer 7. Escala: 1,000 um..

5.4.Avaliacion da eficiencia de silenciamento dos shARNs

Na figura 16 represéntase a expresion relativa de distintos xenes implicados na regulacion da marca
epitranscritbmica m°A tras a inhibicion especifica de Fro, Mettl3 e Mettl14 mediante o uso de ShARNs
dirixidos. A expresion dos xenes normalizouse respecto ao xene constitutivo Actb (HK, do inglés

“housekeeping”) e ao grupo control, tratado con shLuci.
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Na figura 16A, o silenciamento de Fto provocou unha reducion marcada da sua expresion, o que
confirma a eficacia do “knockdown”. Ademais, observouse unha lixeira diminucion nos niveis de
expresion de Mettl3 e Mettl14. Na figura 16B, vemos que os silenciamento de Mettl3 ¢é inferior ao 70%,
suxerindo unha baixa eficacia dos shARNs. Ademais, asociouse cun incremento na expresion de
Mettl14 e, de maneira mais pronunciada, de Fro. Este aumento poderia deberse a existencia de
mecanismos compensatorios ou de retroalimentacion entre os distintos compofientes da maquinaria
epitranscritdmica. Por ultimo, na figura 16C, o silenciamento de Mettl14 foi tamén pouco pronunciado
e este provocou un incremento tanto de Mett/3 como de Fto. A expresion deste ultimo aumentou de
maneira considerable, reforzando a hipotese dun equilibrio regulador entre escritores (“writers”™) e

borradores (“erasers”) da metilacion m°A.

En resumo, a marcada reducion na expresion de Fro tras o tratamento con shARNs especificos,
indica que o shARN empregado ten alta eficiencia. Pola contra, para Mettl3 e Mettl14 a eficiencia de
silenciamiento foi solo parcial. Experimentos replicados seran necesarios para validar este resultados e
asi poder empregalos como ferramentas titiles para o estudo da epixenética do ARN e da stia implicacion

en diversos procesos celulares.

Ademais, a observacion de efectos compensatorios tras o silenciamento de Mert/3 e Mettli4,
reflectidos no incremento da expresion de Fro, reforza a hipotese de que os niveis de metilacion m°A

estan sometidos a un control fino por parte da célula para manter o equilibrio funcional.
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Figura 16: Efecto do silenciamento con shARNs dos “writers” de mSA Mettl3/Mettl14 e o “eraser” Fto na expresion destos
reguladores epitranscritomicos. Grdficos de barras que mostran a expresion relativa de p-actina (ActB) (xene constitutivo ou
“housekeeping; HK "'l), Mettl3, Mettl14 e Fto en células tratadas con shARNs dirixidos contra Fto (A), Mettl3 (B) e Mettl14
(C), en comparacion co control (células tratadas con shLuci). A expresion foi normalizada ao xenes de referencia Actb (HK)
e Luci, que noon deberian variar os seus niveis de expresion en ningunha das condicions. As barras representan a media +
erro estandar da media dos replicados técnicos.

2*(-AACt) Actb (HK) Mettl3 Mettl14 Fto
shLuci 1,02%0,22 1,12+0,55 1,01+0,15  1,05+0,39
shFto 1,00+0,04 0,91x0,18 0,80+0,03  0,14%0,05

shMettl3 1,00+0,04 0,77+0,02 1,56+0,10 2,08+0,14
shMettl14 1,00+0,09 1,30+0,13 0,70+0,02 1,79+0,19

Taboa 4: Niveis relativos de expresion xénica de Mettl3, Mettl14 e Fto, normalizados fronte a Actb (xene de referencia, HK)
e Luci en células transducidas con shARNs dirixidos contra Luci (control), Fto, Mettl3 e Mettl14. Os valores de expresion
foron calculados mediante o método 2°(-AACt). Os datos represéntanse como media + desviacion estandar (D.V.).

5.5.Avaliacion do impacto do silenciamento de Mettl3 en reprogramacion celular
somatica
O papel do escritor de m6A Mettl3 en reprogramacion celular somatica ¢ controvertido, con

estudios nos que se mostra que o silenciamento reduce a eficiencia da reprogramacion celular somatica
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e outros que non reportan cambios como consecuencia do seu silenciamento (Liu, L. et al., 2015;
Aguilo, F. et al., 2015; Slobodin, B. et al., 2022). Para avaliar se os niveis de expresion de este “writer”
afectan 4 eficiencia de este proceso no noso modelo experimental, realizouse un ensaio de
reprogramacion no que se silenciou Met#/3 no dia 0 da reprogramcion. Para evaluar a eficiencia de
reprogramacion relizouse una inmunofluorescencia contra o marcador pluripotente Narnog a dia 12 da

reprogramacion celular somatica.

Os resultados obtidos do ensaio de inmunofluorescencia mediante microscopia foron

consistentes e informativos:

No pocillo control (figura 18A), que non foi infectado cos factores de reprogramacion OKSM,
non se observou sinal significativa de Nanog (verde), indicando, como era esperado, a ausencia de
expresion deste marcador de pluripotencia e, polo tanto, a falta de reprogramacion celular. Esta ausencia
de sinal tamén confirma a especificidade do anticorpo secundario, xa que non se detecta union

inespecifica.

No pocillo tratado con shLuci (figura 18B), que actiia como control negativo para interferencia
¢ positivo para a formacion de colonias, detectouse unha forte sinal verde en colonias, indicando que a

reprogramacion transcorre normalmente na ausencia de silenciamento dirixido.

No pocillo tratado con shMettl3 (figura 18C), observouse un nimero reducido de colonias
positivas para Nanog. Isto suxire que, malia a interferencia do shMett/3, a reprogramacion segue sendo

posible, ainda que menos efectiva, neste contexto.

A analise cuantitativa dos resultados confirma as observacions morfoloxicas previamente descritas.
Tal e como se reflicte na grafica (figura 18), o nimero medio de colonias positivas para Nanog por
pocillo foi maior na condicion control ShLuci (56 + 4.97) en comparacion coa condicion experimental

ShMetti3 (19.33 + 5.56).

A presenza dun niamero menor de colonias en ShMettl3 apoia a hipdtese de que Mettl3, unha
metiltransferase asociada & modificacion epitranscritbmica m®A, xoga un papel facilitador na

adquisicion do estado pluripotente.

Estes resultados experimentais sitianse dentro do marco dun debate ainda aberto na literatura sobre
o papel de METTL3 e a modificacion epitranscritomica m°A na reprogramacion celular somatica. Tal
e como se recolle na introducion, existen estudos que apuntan a que o silenciamento de METTL3 reduce
a eficiencia da reprogramacion (Liu et al, 2015; Aguilo et al., 2015), mentres que outros non atopan
diferenzas significativas (Slobodin et al., 2022). Os datos obtidos neste modelo experimental apoian a
primeira destas visions, xa que o knockdown de Mettl3 mediante shRNA deu lugar a unha diminucion

clara no nimero de colonias positivas para Nanog, marcador de pluripotencia, en comparacion coa
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condicion control. Isto suxire que METTL3 poderia exercer un papel facilitador durante a transicion
cara ao estado pluripotente, probablemente a través da regulacion epitranscritdmica de transcritos clave
durante as fases iniciais da reprogramacion. Estes resultados non s6 contribuen a clarificar a funcion de
METTL3 no contexto da reprogramacion en fibroblastos novos, senon que tamén establecen unha base
solida para explorar o seu papel en contextos de reprogramacion menos eficientes, como no caso de
fibroblastos derivados de individuos ancidns. Asi, o seguinte paso 16xico sera testar tanto o knockdown
como a sobreexpresion de METTL3 en fibroblastos vellos, que caracterizadamente reprograman con
menor eficiencia ca os seus homodlogos novos. Este enfoque permitira avaliar se a manipulacion da
maquinaria de modificacion m®A pode mellorar a plasticidade celular en contextos asociados ao

envellecemento.
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A: (-) OKSM

Dapi
B: ShLuci

Dapi Nanog Merge
C: ShMettl3

Dapi Nanog Merge

Figura 17: Imaxes representativas obtidas mediante microscopia de fluorescencia do ensaio de reprogramacion celular
somdatica en condicions de silenciamento de Mettl3. As células foron tinguidas con DAPI (azul) para visualizar os niicleos e
Alexa Fluor 488 (verde) marca o marcador de pluripotencia Nanog. As imaxes foron adquiridas co microscopio ZEISS

Celldiscoverer 7. Escala: 1,000 um
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Figura 18: Andlise cuantitativa do numero de colonias Nanog* tras reprogramacion celular nas condicions ShLuci e ShMettl3.
Mostrase a media e a desviacion estandar do numero de colonias positivas para o marcador de pluripotencia Nanog por pocillo.

" colomes N3 | peaa | Pe5iecon | ptor
60
ShLuci 49 56 497 -
59
14
ShMettl3 17 19.33 5.56 0.0022**
27

Taboa 5: Taboa cos datos obtidos de tres réplicas independentes por condicion. Numero de
colonias Nanog positivas por pocillo en células tratadas con ShLuci ou ShMettl3. Os datos
amosanse como media * desviacion estandar (n=3).

6. Conclusions

Os resultados obtidos neste traballo permiten extraer varias conclusions relevantes respecto ao
papel dos reguladores da metilacion epitranscritomica m®A no contexto do envellecemento acelerado

(HGPS) e do rexuvenecemento celular mediante reprogramacion somatica:

1. Os reguladores da modificacion epixenética m°’A no ARN mensaxeiro non presentan
cambios significativos nos seus niveis de expresion en células proxéricas de rato en
comparacion coas células control. Este resultado suxire que a maquinaria encarga da
deposicion (writers), eliminacion (erasers) e reconecemento (readers) da m°A permanece
amplamente conservada no contexto da progeria. Non obstante, isto non exclue a posibilidade

de que poidan existir alteracions a nivel post-transcricional ou funcional —por exemplo,
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cambios na actividade enzimatica ou na localizacion subcelular destas proteinas— que poderian

influir na dinamica e distribucion das marcas m°A.

A encima escritora de m°A Mettl3 é necesaria para a xeracion de iPSCs: Os experimentos
in vitro con fibroblastos de rato mostraron que a interferencia de Mett/3 mediante shARN
reduce a eficiencia de reprogramacion inducida por OKSM, medida polo numero de colonias
positivas para o marcador de pluripotencia Nanog. Estes resultados suxiren que Mettl3 exerce

un papel facilitador no proceso de reprogramacion celular.

A expresion dos reguladores epitranscritomicos da modificacion m°A médstrase
dinamicamente modulada durante o proceso de reprogramacion celular somatica,
indicando unha potencial implicacion funcional nestas transicions de identidade celular.
A analise de datos transcriptomicos publicados revelou variacions nos niveis de expresion de
certas proteinas lectoras e escritoras de m°A en diferentes etapas do proceso de reprogramacion.
Estes cambios suxiren que a maquinaria epitranscritdbmica non sO estd presente senon
activamente regulada durante a adquisicion do estado pluripotente, o que reforza a hipotese de

que a modificaciéon m°A contriblie ao control temporal e funcional da reprogramacion celular.
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8. Material suplementario

Nome do xen | WT_repl | WT_rep2 | HGPS_repl | HGPS_rep2 m‘:t-iria d‘::s:_ :‘S:Ii :EG:’S
Metti3 9,757 9,785 9,715 9,808 9,771 0,019 9,762 0,065
Mettl14 9,187 9,275 9,195 9,317 9,231 0,062 9,256 0,086
Mettl16 10,059 9,965 9,809 10,075 10,012 0,067 9,942 0,188

Fto 12,164 12,059 12,111 12,303 12,111 0,074 12,207 0,136
Alkbh5 11,324 11,146 11,423 11,383 11,235 0,126 11,403 0,028

Figura Suplementaria 1: Niveis de expresion dos xenes Mettl3, Mettl14, Mettll6, Fto e AlkbhS5 en individuos con
xenotipo salvaxe (WT) e en individuos homocigotos para a expresion de proxerina (HGPS). Incluse na taboa a media
e a desviacion estandar (desv.) dos datos. Estos niveis de expresion emprdronse para realizar a grdfica de barras da

figura 9.

Nome do xen do d2 d4 dé ds iPSCs
Ythdr2 2249,04 | 2155,33 |2315,84
Ythdc1 2500,07| 2390,53 | 2573,28
Ythdc2
Ythdf1 2777,06 | 2375,17| 2330,16
Ythdf3 3251,85|3240,59| 3083,70

Mettl3 958,54 | 1004,36| 967,85 1084,56
Mettl14 982,14 | 764,27 772,53
Mettl16 1749,91| 1797,60 1996,32

Alkbh5 2783,97 2524,97 2323,85
Fto 1975,01

Figura Suplementaria 2: Niveis de expresion dos xenes Mettl3, Mettl14, Mettll6, Fto, Alkbh5 e Ythdf2 en distintos
dias do proceso de reprogramacion celular somdtica (d0 a d8) e en células iPSC. Estos niveis de expresion empraronse
para realizar o mapa de calor da figura 12.
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