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RESUMEN

El epitelio de las vias respiratorias esta en la primera linea entre el medio
ambiente y nuestro cuerpo interno actuando como barrera. Entender esta funcion
epitelial es fundamental para prevenir y combatir estados patoldgicos, incluyendo
infecciones, reacciones alérgicas o desarrollo de cancer. El epitelio tiene la capacidad
de regenerar y reparar las células después de una enfermedad, pero las vias implicadas
en este proceso no se conocen bien, siendo el objetivo de esta tesis estudiar las rutas
que intervienen en la diferenciacion mediante el uso de genes candidatos y de una linea
celular inmortalizada como modelo experimental.

El estudio de genes candidatos se muestra como una buena opcién para
descubrir el papel de un gen en concreto relacionado con un determinado fenotipo en el
que el epitelio respiratorio se encuentra alterado, como son los ocasionados por
procesos patologicos. En esta tesis descubrimos que la molécula de adhesién de unién
Jam3, dentro del epitelio respiratorio, se expresaba uUnicamente en los endosomas
apicales de las células multiciliadas. Con estos resultados, quisimos caracterizar la
funcion celular y molecular de Jam3 en el epitelio de las vias respiratorias.

Por otro lado, la utilizacién de modelos experimentales del epitelio respiratorio
es esencial para conocer las rutas moleculares implicadas en la regeneracion y
reparacion del epitelio después una enfermedad respiratoria. En esta tesis, utilizando un
modelo de estudio basado en una linea celular inmortalizada BROC2 que ha perdido la
capacidad de diferenciacién, mediante el uso de cribados farmacoldgicos intentamos
promover la diferenciacién del epitelio de esta linea, para conseguir desarrollar un
modelo experimental util para ampliar el conocimiento de la biologia del epitelio de las

vias respiratorias.
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INTRODUCCION

1. Epitelio respiratorio

1.1. Biologia del epitelio respiratorio.

En el sistema respiratorio de vertebrados, el epitelio que tapiza las vias respiratorias
superiores humanas es una barrera pseudoestratificada que protege los pulmones
frente a patdgenos como microorganismos y bacterias, asi como de particulas inhaladas
mediante la funcion mucociliar. En términos generales, esta funcién esta respaldada por
tres tipos de células principales: células secretoras, células multiciliadas y células
basales que funcionan para regenerar las poblaciones celulares diferenciadas (Hogan
et al., 2014). Para el mantenimiento de la homeostasis en las vias respiratorias es
indispensable que el proceso de autorrenovacion y diferenciacion de células basales a
células secretoras o multiciliadas ocurra de forma correcta, estableciéndose un balance
entre los distintos tipos celulares del epitelio. La desregulacion en la abundancia de
algunos de estos tipos celulares provoca la aparicion de numerosas enfermedades de
las vias respiratorias como la fibrosis quistica, el asma, la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) y el cancer de pulmén (Leeman et al., 2014). Sin embargo,
a pesar de este papel esencial, aun son muchos los interrogantes acerca de las rutas
moleculares que controlar la proliferacion y diferenciacién de estas células basales
durante el desarrollo y regeneracion de las vias respiratorias, sumado a la falta de
modelos experimentales que estudien estos eventos celulares subyacen a la
regeneracion pulmonar y procesos patolégicos asociados al epitelio respiratorio (Spella
et al., 2017). En esta tesis, estudiaremos nuevos mecanismos moleculares para el
estudio de la diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias, ya que un mayor
conocimiento permitiria prevenir y combatir enfermedades pulmonares.

1.2. Tipos celulares

El epitelio que tapiza las vias respiratorias es una capa multicelular constituida por
al menos 11 tipos celulares diferentes entre los que destacan las células basales, las
células secretoras y las células multiciliadas.

Células basales. Estas células constituyen alrededor del 30% de la poblacion
celular del epitelio respiratorio, encontrandose en la proximidad de la lamina basal (Rock
et al.,, 2010). Las células basales son la clave de la homeostasis respiratoria y de la
regeneracion epitelial después de una lesion, teniendo la capacidad de autorrenovarse
después de la lesion y diferenciarse en la mayoria de los distintos tipos celulares de la
traquea. Tanto en el ratdn como en el ser humano estas células estan en contacto con
la lamina basal del tejido conectivo circundante (Nakajima et al., 1998).

Basandonos en estudios inmunohistoquimicos y transcripcionales, las células
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basales muestran altos niveles de expresion de la proteina p63 (codificada por el gen
Trp63 en raton, TP63 en humanos). La literatura demuestra que p63 es necesario para
el desarrollo de las células basales y que ratones mutantes para esta proteina carecen
de células basales en el epitelio pseudoestratificado de la traquea (Danielly et al., 2004).
Otra caracteristica de estas células es la expresion de la proteina citoesquelética
queratina 5 (KRT5) en las vias respiratorias (Hong et al., 2004).

Los mecanismos moleculares que regulan la diferenciacion y regeneracion del
epitelio de las vias respiratorias no se conocen en gran detalle, pero multiples estudios
sefalan que la ruta de Notch juega un papel importante en el equilibrio entre la poblacion
de células ciliadas y secretoras generadas a partir de la poblacion de células
progenitoras que expresan p63 y KRT5, promoviendo el destino secretor e inhibiendo la
diferenciacién de células ciliadas (Rock et al. 2009; Tsao et al.,2009).

Células secretoras. Estas células son las encargadas de secretar moco,
compuesto fundamentalmente por glicoproteinas, lipidos, iones, glicosaminoglicanos y
agua, actuando de barrera frente a patégenos, particulas en suspensién y sustancias
contaminantes (Basbaum & Finkbeiner, 1988). Las células secretoras, ademas, poseen
una alta plasticidad dando lugar a distintos tipos celulares una vez diferenciadas
(Basbaum & Finkbeiner, 1988).

Basandonos en caracteristicas morfoldgicas y la abundancia de las vesiculas de
secrecion, las células secretoras se clasifican en tres grandes poblaciones. Las células
club (también llamadas células Clara), que son células serosas localizadas en las
glandulas de las vias respiratorias mas proximales y células goblet o caliciformes
(Basbaum & Finkbeiner, 1988).

El marcador mas caracteristico de estas células club es la proteina SGCB1A1
(Secretoglobina 1A miembro 1), que es una secretoglobina con funciones
antinflamatorias (Xu et al., 2020), junto la proteina SCGB3A2 (Secretoglobina 3A
miembro 2) Se ha evidenciado que ambas proteinas estan relacionadas con la ruta de
Notch y que individuos defectivos para los ligandos de la ruta Jag1 y Jag2 muestran una
reduccion de mas del 80% de la expresion de ambas proteinas (Stupnikov et al., 2019).
Ademas de todo esto, diversos estudios demuestran que, a través de la ruta de Notch
(Van Es et al., 2005), las células club presentan capacidad de auto-regeneracion y
pueden revertir su diferenciacion hacia la produccion tanto de células goblet como
multiciliadas en un proceso denominado transdiferenciacion en respuesta a un estrés
agudo (Pinkerton el al.,1933; Tsao et al., 2009; Davis & Wypych., 2021).

Por otro lado, las células goblet o caliciformes presentan un alto nivel de polarizacién
apical-basolateral, con el nucleo y los organulos situados en la zona basal mientras que

las vesiculas secretoras cargadas de mucinas, que son glicoproteinas de alto peso
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molecular, se encuentran en la region apical (Sleigh et al., 1988). Las células
caliciformes estan enriquecidas en la mucina MUC5AC, empleado como marcador
caracteristico de este tipo celular utilizado en multiples estudios (Hovenberg et al.,
1996). Otro marcador utilizado también para las células goblet es la proteina SPDEF,
un factor de transcripcion que regula el programa de diferenciacion de estas células,
implicado en el proceso de transdiferenciacion desde células club a células caliciformes
(Chen et al., 2009).

Células multiciliadas. Estas células estan formadas por centenares de cilios que
baten de forma coordinada para desplazar particulas, patégenos y fluidos no deseados
fuera del organismo. En las vias respiratorias, las células multiciliadas estan implicadas
en el movimiento del moco que recubre el epitelio, atrapando particulas y patégenos
inhalados, por lo que la aparicion de alteraciones en las células multiciliadas pueden dar
lugar a infecciones respiratorias recurrentes (Wallmeier et al., 2014). Las células ciliadas
también poseen una gran cantidad de mitocondrias, que se encuentran debajo de la
superficie apical, encargadas de suministrar energia a los cilios para la eliminacion del
moco (Tan et al., 2011).

Los marcadores especificos para las células multiciliadas son FOXJ1 (Forkhead box
J1), un factor de transcripcién perteneciente la familia de FOX esencial en la
extension del axonema, la generacion del movimiento del cilio y el anclaje de los
cuerpos basales (Gomperts et al., 2004; Staubert et al., 2017) y IFT81, que junto con
IFT74 forma un médulo de unién a tubulina del complejo de transporte intraflagelar B,
encargado del transporte de tubulina dentro del cilio necesaria para la ciliogénesis
(Bhogaraju et al., 2013).
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Células basales

Cilios

Células multiciliadas

Vesiculas de
secrecion

Células secretoras

Lamina basal

Figura I1: Esquema de las células que componen el epitelio de las vias respiratorias. El epitelio
pseudoestratificado que recubre las vias respiratorias superiores humanas, con células basales,

multiciliadas y secretoras principalmente. Imagen creada con BioRender.com.

2. Nuevos mecanismos moleculares implicados en la diferenciacion del
epitelio respiratorio.

Como hemos mencionado anteriormente, en esta tesis nos hemos propuesto

estudiar el proceso de diferenciacién del epitelio respiratorio de dos formas, bien

mediante el uso de genes especificos implicados en ese proceso y mediante el

desarrollo de cribados farmacolégicos en modelos experimentales de este epitelio.

21. Estudio de genes especificos implicados en la diferenciacion del

epitelio respiratorio.

Los estudios de genes candidatos del epitelio respiratorio se centran en la eleccion
de genes de una ruta molecular relacionado con un fenotipo en el que el epitelio de
encuentra alterado (Alghamdi & Padmanabhan, 2014). En la tesis hemos utilizado estos
estudios para un gen en especifico que es Jam3, ya que diversos estudios demuestran
que el 40% de los ratones knockout para Jam3 mueren debido a una disfuncion
pulmonar (Cunningham et al., 2000), y los ratones macho restantes eran infértiles debido
a un defecto en el montaje del complejo de polaridad durante la diferenciacién de
espermatidas (Gliki et al., 2004). Nuestro objetivo era conocer como este fenotipo se

relaciona con la localizacion celular y subcelular de Jam3 en las células epiteliales de
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las vias respiratorias, ya que hasta ahora no hay nada descrito.

2.1.1. Uniones estrechas

Las celulas basales del epitelio de las vias respiratorias estan unidas entre ellas y
con la lamina basal mediante moléculas de adhesién entre las que se incluyen las
uniones estrechas (Nakajima et al., 1998). Las uniones estrechas (TJ) son uniones
intercelulares fundamentales para construir la barrera epitelial y mantener la polaridad
epitelial (Otani & Furuse, 2020 y estan formadas por distintos miembros, entre las que
destacan las claudinas, ocludinas y Jam (moléculas de adhesion de la union). Las
claudinas forman cadenas de uniones estrechas y desempefan funciones
fundamentales en la regulacion de la permeabilidad paracelular (Zihni et al., 2016)
(Anderson & Van ltallie, 2009) (Shen et al., 2011; Furuse et al., 1998), ademas
interactuan con la familia de proteinas de andamiaje zonula occludens (ZO) a través de
su region citoplasmatica (Itoh et al., 1999), esenciales para el ensamblaje de las uniones
estrechas (Umeda et al., 2006; Otani et al., 2019). (Figura 1C) (Furuse et al., 1993;
Martin-Padura et al., 1998; Steed et al., 2009). Hallazgos recientes han sugerido que,
ademas de las claudinas, las JAM también desempefan funciones importantes en la

estructura y funcion de las TJ (Otani et al., 2019; Shigetomi et al., 2018).

——Membrana apical
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Figura 12: Organizacion molecular de las uniones estrechas. Las claudinas, ocludinas y JAM son las
principales proteinas integrales de membrana de las uniones. Las proteinas de membrana asociadas a las
uniones estrechas se localizan en las uniones apicales entre células al interactuar con la familia de proteinas
de andamiaje ZO, que sirven como vinculos entre las uniones estrechas y el citoesqueleto de actina.

(Abreviaturas: JAM, molécula de adhesion de unidn; ZO, zonula occludens). Imagen creada con
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BioRender.com.

2.1.2. Moléculas de adhesion de la union (JAM)

Las moléculas de adhesion de la unién (JAM) son miembros de la superfamilia de
inmunoglobulinas (IgSF), una gran familia de proteinas solubles y de superficie celular
que participan en el reconocimiento, uniéon o adhesion celular, funciones clave para el
mantenimiento de la homeostasis en vertebrados (Greene et al., 2019; Ebnet et al.,
2004), La familia de proteinas JAM comparten caracteristicas estructurales comunes
gue son un solo dominio extracelular con un péptido sefial en el extremo N-terminal, una
region transmembrana y una cola citoplasmatica que varia en longitud entre diferentes
isoformas (Mandell y Parkos, 2005) con sitios de fosforilacion consensuados y un motivo

de unidn al dominio PDZ en el extremo C-terminal (Wang & Cheng, 2022).
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Figura 13: La estructura basica de JAM. Las proteinas de la familia JAM comparten caracteristicas
estructurales comunes: un péptido sefal N-terminal corto, dos dominios extracelulares similares a Ig, un
segmento transmembrana y una cola citoplasmatica corta con sitios de fosforilacion de consenso y un

motivo de unién a PDZ C-terminal. Imagen creada con BioRender.com.

Las JAM ubicadas de la membrana se expresan en diversos tipos celulares como
leucocitos, plaquetas, células epiteliales y endoteliales, que se localizan en los contactos
entre células y se enriquecen especificamente en las uniones estrechas (Ebnet et al.,
2004; Wang & Chen, 2022), dénde interactuan con proteinas de andamiaje que
contienen dominios PDZ (Hartmann et al., 2020), asociandose con ZO-1, claudinas
(Bazzoni et al., 2000) y afadina-6 (Bazzoni et al., 2000), jugando un papel importante en
las primeras fases del contacto célula-célula y en la formacién de uniones estrechas.
Estas proteinas también co-localizan con E-cadherina de forma puntual que son

indicativas de una etapa temprana de adhesion celular, cuando la ocludina y las
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claudinas aun estan ausentes (Keiper et al., 2005a; Hartmann et al., 2020).

La familia Jam se compone de dos subfamilias, una de ellas comprende tres
miembros estrechamente relacionados como son JAM-A (JAM-1), JAM-B (JAM-2) y
JAM-C (JAM-3), mientras que los miembros de la segunda subfamilia tienen una menor
similitud de secuencia polipeptidica y contienen en su secuencia a CAR (receptor de
coxsackie y adenovirus), y son JAM-D (JAM-4) y JAM-like (JAM-L). Las moléculas de
adhesion de la union, con un peso molecular de 40KDa, se identificaron por primera vez
mediante el uso de anticuerpos monoclonales generados contra los antigenos del
endotelio (Martin-Padura et al., 1998), aunque JAM también estan ampliamente
distribuidas en las células epiteliales. Martin-Padura et al. informaron por primera vez
sobre JAM como un nuevo miembro de la familia de inmunoglobulinas que concentra
uniones endoteliales y epiteliales e identificaron JAM1 (12). Posteriores estudios
adicionales clonaron JAM2 y JAM3 y los identificaron como contrarreceptores (Arrate et
al., 2001; Aurrand-Lions., 2000; Wang & Chen, 2022).

La participacion de JAM en las uniones estrechas respalda una variedad de
procesos biologicos durante el desarrollo y en el organismo adulto, incluidos procesos
fisioldgicos y de desarrollo como la diferenciacion de células epiteliales, la
hematopoyesis, el desarrollo de células germinales y el desarrollo del sistema nervioso,
la formacion de barreras epiteliales, la inflamacion, angiogénesis y homeostasis (Kubber
& Ebnet., 2018; Ebnet., 2017, Diaz-Coranguez et al., 2019; Wang & Cheng, 2022). Aun
no se ha determinado el papel exacto de JAM, pero parece que estan involucrados tanto
en la generacion de polaridad celular y en la regulacion del sistema transendotelial (Mok
et al., 2013).

Tradicionalmente, Jam3, en cultivos de células de vertebrados, ha estado
involucrado en la funcion de barrera epitelial; sin embargo, varios estudios han sefalado
que ratones knockout para Jam3 muestran fenotipos adicionales relacionados con la
migracion celular del sistema inmunitario, ciliogénesis y/o polaridad en espermatidas,
epitelio de las vias respiratorias y ventriculos cerebrales (Kummer y Ebnet, 2018;
Hartmann et al., 2020). Estos estudios demuestran que el 40% de la letalidad observada
en ratones Jam3-KO se debe a una disfuncién pulmonar, pero cémo este fenotipo se
relaciona con la localizaciéon celular y subcelular de Jam3 es completamente
desconocida. Desde su descubrimiento en 2004 (Cunningham et al., 2000), varios
estudios in vitro han sugerido que Jam3 tiene funciones importantes en el ensamblaje
de uniones estrechas de células endoteliales y epiteliales, pero también en la migracion
transendotelial y transepitelial de células inmunitarias (Bazzoni, 2003; Ebnet, 2017;
Hartmann et al., 2020). De hecho, se ha propuesto que Jam3 puede promover la

migracion del neutrdfilo in vivo e in vitro en células endoteliales (Chavakis et al., 2004;
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Woodfin et al., 2011). Este fenotipo de migracion dependiente de Jam3 también se
describié in vitro con células epiteliales, donde Jam3 es un componente de los
desmosomas (Zen et al., 2004). Un estudio posterior en ratones Jam3-KO informé de
una disfuncién pulmonar donde el analisis histolégico reveld grandes infiltrados de
neutrofilos en los pulmones en todos los ratones Jam3-KO (Imhof et al., 2007). Ademas,
el bloqueo de Jam3 mejoro la histologia pulmonar y redujo los neutréfilos contenidos en
pulmones de ratones sépticos (Hirano et al., 2018). Todo este trabajo apoya una funcion
de Jam3 en los pulmones relacionados a la respuesta inflamatoria. Por otro lado, bajo
ciertas condiciones patologicas como fibrosis quistica (FQ) o infeccion, las uniones
estrechas pueden alterarse debido a la respuesta inflamatoria (Coyne et al., 2002). El
aumento de la secrecion de factores proinflamatorios como factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e interferon gamma (IFN-y) afecta a la estructura de las uniones estrechas
y la expresion de proteinas (Coyne et al., 2002).

Como se ha mencionado anteriormente, en los estudios iniciales in vivo usando
Jam3-KO los ratones mostraron que la eliminacion de Jam3 es en gran medida letal,
pero los ratones macho restantes eran ratones infértiles (Gliki et al., 2004). Un examen
mas detallado del fenotipo reveld que los ratones knockout para Jam3 tenian
deficiencias en la diferenciacion de espermatidas, cuando pasan de espermatidas
redondas a espermatozoides, por defecto en el montaje del complejo de polaridad (Gliki
et al., 2004). Esto podria considerarse como la primera conexién entre Jam3 y el cilio,
teniendo en cuenta que frecuentemente mutaciones que generan defectos en los cilios
moviles, como los que se encuentran en discinesia ciliar primaria (PCD), también tienen
un efecto sobre la formacién de la cola de los espermatozoides. Tanto la cola del
espermatozoide como la estructura basica del cilio mévil de los espermatozoides
comparten la misma disposicion ultraestructural microtubular 9C+2 (Sironen et al.,
2020). Mas recientemente, Wyss et al. (2012) informé que los ratones Jam3 KO
desarrollaron hidrocefalia, un fenotipo que también podria estar relacionado con el mal
funcionamiento de los cilios. En el cerebro, el revestimiento de células ependimarias de
los ventriculos cerebrales cubre su superficie apical por cilios que batian de manera
coordinada para facilitar la circulaciéon del liquido cefalorraquideo (LCR). (Tissir et al.,
2010; Boutin et al., 2014; Carvajal-Gonzalez et al., 2016a). En la via aérea pero también
en otros tejidos, la sefalizacion de polaridad celular planar dentro de las uniones célula-
célula orientan correctamente los cilios en las células multiciliadas a lo largo del tejido
(Carvajal-Gonzalez et al., 2016a). Esta conexion entre el posicionamiento centriolo y la
polaridad celular planar es una funcién conservada de moscas a humanos (Vladar et al.,
2012, 2016; Carvajal-Gonzalez et al., 2016a,b; Garrido-Jiménez et al., 2019).

En la literatura, hasta el momento no se ha descrito ninguna conexion entre Jam3
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y PCP, por lo que en la presente tesis decidimos caracterizar la funcion molecular y
celular de Jam3 en el epitelio de las vias respiratorias.
2.2. Modelos experimentales para el estudio del epitelio respiratorio.

Las enfermedades respiratorias cronicas de las vias respiratorias son
enfermedades complejas que involucran multiples influencias genéticas y ambientales
cuyas interacciones multifactoriales pueden resultar en una variedad de fenotipos
celulares, produciendo cambios estructurales en la monocapa del epitelio respiratorio.
Dado que la comprensién de estas interacciones gen-gen y gen-ambiente es pobre, esto
plantea un desafio importante para el desarrollo de modelos de estudio del epitelio
respiratorio.

Los modelos actuales implican el uso de una gran cantidad de sistemas que van
desde modelos muy simples que utilizan células humanas (por ejemplo, células
epiteliales bronquiales y fibroblastos) en mono o co-cultivo, explantes de tejido completo
(biopsias, tiras musculares, anillos bronquiales) hasta estudios in vivo en voluntarios
humanos, pasando por modelos animales in vivo. La investigacion de estas
enfermedades se ha visto faciltada en gran medida por la introduccion de la
broncoscopia con fibra 6ptica, que ahora es una técnica comunmente utilizada en el
campo de la investigacion de enfermedades respiratorias, que permite la recoleccion de
muestras de biopsia, muestras de cepillado bronquial y liquido de lavado broncoalveolar,
lo que permite el uso de células y tejidos derivados de la enfermedad en algunos de
estos modelos (Blume & Davies., 2013).

A continuacion, se exponen los modelos actuales tanto in vivo como in vitro para
conocer mejor el epitelio respiratorio y asi avanzar en la comprensién de las
enfermedades respiratorias y su tratamiento.

2.2.1. Modelos In Vitro

Los modelos humanos mas simples para el estudio de las respuestas de las vias
respiratorias son lineas celulares derivadas del tejido pulmonar. Estos pueden
establecerse a partir de canceres, tejido pulmonar embrionario o mediante
transformacion viral de células del tejido pulmonar normal e incluyen células epiteliales
bronquiales, células de musculo liso y fibroblastos. Los modelos basados en lineas
celulares se utilizan ampliamente para analizar vias de sefializacion y respuestas
celulares basicas en las vias respiratorias (Blume & Davies, 2013).

A lo largo de los afos, se han propuesto numerosos tipos de células como
modelos de estudio de la barrera epitelial de las vias respiratorias como son células
recién aisladas en cultivo primario y células inmortalizadas en crecimiento continuo que
se han utilizado en estudios biofarmacéuticos. En condiciones de cultivo apropiadas, las

células se diferencian y mantienen su morfologia, su capacidad para secretar moco, la
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ciliogénesis y los patrones de expresion de transportadores de membrana y enzimas
metabdlicas (Endter et al., 2009; Sakamoto et al., 2013). Algunos de estos atributos se
pierden con el tiempo en el cultivo, ya que las células tienden a transdiferenciarse o
desdiferenciarse (Selo et al., 2021; DeMaio ett al., 2009; Dobbs et al., 1997).

Cultivo de células primarias.

Las células epiteliales recién aisladas en condiciones de cultivo apropiadas se
diferencian en monocapas pseudoestratificadas confluentes de células epiteliales
mixtas y, por lo tanto, pueden considerarse la mejor representacion in vitro posible del
epitelio respiratorio (de Jong et al., 1994; Cao et al., 2021). Sin embargo, las células
primarias solo pueden mantenerse en cultivo durante periodos de tiempo limitados, ya
que el subcultivo con un elevado numero de pases se asocia con una pérdida del

fenotipo celular y una desdiferenciacion (Rayner et al., 2019).

Cultivo Interfaz Aire-Liquido (ALI)

Como una extension del modelo anterior, las células del epitelio respiratorio se
cultivan en una interfaz aire-liquido (ALI), diferenciandose en una monocapa
pseudoestratificada con células basales que sostienen células ciliadas y caliciformes
productoras de moco (Pezzulo et al., 2011), como ocurre in vivo. Las células epiteliales
se siembran en una camara de cultivo bifasica con un soporte permeable recubierto con
un sustrato de gel de matriz extracelular. En el crecimiento en cultivo sumergido, la
superficie apical de las células epiteliales queda expuesta al aire, mientras siguen
recibiendo nutrientes basalmente, formandose un epitelio pseudoestratificado
diferenciado (Gémez-Lopez et al., 2021). Desde su desarrollo (Whitcutt et al., 1988) el
sistema de cultivo ALI se ha utilizado ampliamente para analisis funcionales in vitro del
epitelio bronquial (Gomez-Lépez et al., 2021). Los cultivos ALl también son una
herramienta Util para analizar la frecuencia del latido ciliar en respuesta a diversos
estimulos (Devalia et al., 1992; Byran et al., 1998; Blume & Davies, 2017).

Si bien el cultivo de células primarias contribuye significativamente a nuestra
comprension de los mecanismos de las vias respiratorias son limitados, debido a la baja
cantidad de células que se pueden obtener y cultivar de cada sujeto, con la posibilidad
de que las células pierdan sus caracteristicas después de un cultivo a largo plazo. Sin
embargo, los avances recientes que involucran la expresion inducida de la transcriptasa
inversa de la telomerasa humana (hTERT) para prevenir la senescencia replicativa y la
expresion de la proteina del ciclo celular cdk4 (Ramirez et al., 2004) han permitido la
inmortalizacion de células epiteliales en cultivo sin pérdida de su capacidad de
diferenciarse cuando se llevan a un ALI (Vaughan et al., 2006). Este enfoque podria ser

util para generar lineas celulares a partir de células derivadas de pacientes con
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enfermedades respiratorias, aunque dichas lineas necesitarian una caracterizacion
fenotipica cuidadosa.

En nuestro laboratorio, Selene Diaz Chamorro (2023) caracterizé en su tesis una
linea de células madre basales humanas aisladas de las vias respiratorias, a través de
la expresion de hTERT. Esta linea celular inmortalizada, BROC2, deriva de una sola
célula parental y durante las condiciones de expansion y diferenciacion del cultivo
conserva el marcador p63, caracteristico de este tipo celular del epitelio respiratorio y
es capaz de formar un epitelio pseudoestratificado y diferenciado. Sin embargo, se vio
que a medida que se va aumentando el numero de subcultivos celulares, se va
perdiendo el potencial de diferenciacion de esta linea celular, aunque sigue

manteniendo la capacidad proliferativa y de formar una monocapa continua.

Modelos 3D

Ademas de los modelos de cultivo ALI, la formacion de esferoides 3D también
se puede lograr utilizando células epiteliales primarias. Las células madre de las vias
respiratorias adultas se incrustan en hidrogeles de matriz de membrana basal (por
ejemplo, Matrigel) y se cultivan en condiciones no adherentes, dando lugar a estructuras
huecas tridimensionales llamadas "organoides" (Wu et al., 2011; Blume y Davies, 2017).
Se pueden establecer cultivos de organoides pulmonares a partir de células primarias
murinas o humanas y fenocopiar aspectos celulares basicos del epitelio de las vias
respiratorias, con células progenitoras polarizadas y su progenie diferenciada
dispuestas alrededor de una luz (Barkauskas et al., 2017).

Estos modelos se han utilizado para estudiar los procesos involucrado en
morfogénesis, ramificacion y diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias (Yu et
al., 2007; Franzdéttir et al., 2010) y es el mas utilizado para el desarrollo de modelos
carcinoma de células escamosas in vitro. En los ensayos de deteccion de farmacos, la
respuesta de los organoides individuales del cancer de pulmoén varié segun su perfil
mutacional, lo que destaca su potencial como herramientas para predecir respuestas
terapéuticas especificas de los pacientes, asi como para estudios de desarrollo de
farmacos (Sachs et al., 2019; Kim et al., 2019).

Una limitacion importante de este modelo de cultivo in vitro es que investigan las
respuestas de un solo tipo de célula aislada, mientras que, in vivo, la interaccién entre
muchos tipos de células diferentes es crucial para la homeostasis celular.

Para abordar estas interacciones complejas en modelos experimentales,
actualmente se esta invirtiendo un esfuerzo considerable en el desarrollo de modelos
de co-cultivo y construcciones de tejido en 3D que integren células y componentes de

la matriz extracelular para imitar mas fielmente el estado in vivo (Blume & Davies, 2017).
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Co-cultivo celular

El epitelio respiratorio, sumado a la accién de las células inmunes, en particular
los macrofagos alveolares, proporcionan una barrera adicional que elimina las particulas
inhaladas mediante fagocitosis y modula la respuesta inflamatoria del pulmén (Miller et
al., 2010; Kasper et al., 2017). Dado que las células inmunes pulmonares interactian
estrechamente con el epitelio in situ, el co-cultivo de estas dos poblaciones de células
deberia dar como resultado modelos in vitro mas fisiolégicamente relevantes (Wottrich
et al., 2004, Loret et al., 2016). Los modelos de co-cultivo mas simples utilizan células
epiteliales de las vias respiratorias diferenciadas o indiferenciadas en el compartimento
apical del soporte tipo transwell y otros tipos de células en el compartimento basal. Las
células adherentes, como los fibroblastos o las células endoteliales, también se pueden
cultivar en estrecho contacto con las células epiteliales en la superficie inferior del
soporte (Pohl et al., 2010).

Estos modelos de co-cultivo representan una herramienta valiosa para analizar
la senalizacién epitelio-mesenquima que se cree que desempeia un papel importante
en la inflamacién y remodelacion de las vias respiratorias en el asma. Por ejemplo, se
ha observado la activacién de fibroblastos en respuesta a desafios epiteliales, incluido
dafo fisico (Thompson et al., 2006; Malavia et al., 2009), infeccién viral (Tomei et al.,
2008) o tension mecanica para simular el efecto de la broncoconstriccion en el epitelio
(Choe et al., 2003).

Células madre pluripotentes inducidas (IPs)

La derivacion de células madre especificas de tejido humano a partir de células
madre pluripotentes inducidas (iPSC) tendria implicaciones de amplio alcance para la
medicina regenerativa. Actualmente, Hawkins et al. (2021) han conseguido realizar la
diferenciacién dirigida de iPSC humanas en células basales de las vias respiratorias
("iBC"), una poblacién que se asemeja a las células madre del epitelio de las vias
respiratorias in vivo. En este estudio se comprobd, inicialmente, que los progenitores
pulmonares identificados por la expresidon de NKX2-1 producen niveles bajos de
expresion de TP63 en una minoria de células. Posteriormente, se induce un programa
de vias respiratorias en desarrollo caracterizado por la co-expresion de NKX2-1y TP63,
con la posterior maduracién en células que expresan el fenotipo funcional y molecular
de las células basales. Estas iBC estan marcadas ademas con el marcador de superficie
celular NGFR que permite su purificacion mediante citometria de flujo para poder
identificarlas y asilar estas células. Varios informes recientes también han demostrado

la diferenciacioén dirigida exitosa de células madre pluripotentes inducidas por humanos
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(iPSC) en tipos de células epiteliales de las vias respiratorias, incluidas aquellas que
expresan el marcador canénico de células basales TP63 (Dye et al., 2015; Hawkins et
al., 2017; Konishi et al., 2016; McCauley et al., 2017).

Las iBC y su progenie diferenciada modelan las perturbaciones que caracterizan
las enfermedades genéticas y adquiridas de las vias respiratorias, incluida la metaplasia
mucosa del asma, la disfuncién del canal de cloro de la fibrosis quistica y los defectos
ciliares de la discinesia ciliar primaria. La capacidad de derivar células madre especificas
de tejido, como las células basales de las vias respiratorias, a partir de iPSC, incluidas
las capacidades para purificar, expandir, criopreservar y diferenciar estas células,
supera muchos de los obstaculos clave que actualmente limitan la aplicacion mas
generalizada de la tecnologia iPSC y deberia acelerar el estudio del ser humano

enfermedad pulmonar (Hawkins et al., 2021).

2.2.2. Modelos de tejido pulmonar ex vivo.

Los modelos basados en tejido humano mas simples para el estudio de las
respuestas de las vias respiratorias son los explantes de tejido ex vivo. El tejido de los
pulmones resecados se puede mantener en cultivo utilizando formulaciones de medios
especiales durante un periodo de tiempo limitado y usarse para experimentos a corto
plazo (Blume & Davies, 2017). Por ejemplo, se han utilizado cortes de pulmén cortados
con precision para investigar la respuesta inmune alérgica en la fase temprana en el
pulmoén (Wohlsen et al., 2003) y son una herramienta util para analizar el efecto y el
metabolismo de los farmacos (Switalla et al., 2010; Henjakovic et al., 2008).

Las muestras de biopsia obtenidas de individuos asmaticos o no asmaticos
mediante broncoscopia son otra fuente de tejido pulmonar completamente diferenciado
in vivo, que puede usarse ex Vivo para experimentos a corto plazo para analizar los
mecanismos del asma. Tomando biopsias bronquiales de individuos asmaticos y
exponiéndolas a alérgenos en cultivo, se ha analizado la implicacion de las células T en
la inflamacion alérgica y las vias de sefializacion que contribuyen a ella (Lordan et al.,
2001; Vijayanand et al., 2010). Si bien estos modelos se benefician de la conservacion
de la arquitectura del tejido normal, estan limitados por su viabilidad a corto plazo y las
propiedades de barrera de la capa epitelial se ven comprometidas por la exposicién de

toda la muestra de tejido extirpado a agentes externos.

2.2.3. Modelos animales
Se han desarrollado diversos modelos animales (perros, conejos, ratas, ratones,
etc.) con el fin de analizar el proceso de reparacion del epitelio de las vias respiratorias

tras lesiones de diferentes fuentes (oxidantes, infeccién bacteriana o virica, lesiones
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mecanicas, etc.). Los modelos animales se mantienen firmes como el puente
traslacional entre los cultivos celulares in vitro y los ensayos clinicos a gran escala, lo
que permite una investigacion detallada y definitiva de las vias moleculares en un
sistema inmunoldgico y respiratorio en funcionamiento. La capacidad de adaptarse a
fendbmenos emergentes in vivo como la homeostasis, la retroalimentacion
positiva/negativa y la redundancia de animales intactos permite una investigacion
exhaustiva de los hallazgos in vitro antes de que progresen a ensayos clinicos (Seok et
al., 2013; Chapman et al., 2014).

Modelos de animales pequeios

Los animales pequefios como roedores o conejos son mucho mas faciles de
obtener y manipular que los animales grandes, ademas de los menores costos
asociados con la adquisicion y el mantenimiento de las colonias (Selo et al., 2021).
Desde una perspectiva econdmica, el equipo necesario y menores cantidades de
consumibles y sustancias en investigacion son claras ventajas de utilizar especies mas
pequefias (Wang et al., 2020). Ademas, la disponibilidad de cepas knockout para ratas
y ratones (Jiang, 2013) representa otra ventaja importante. Se han desarrollado modelos
de ratones humanizados, como el modelo del sindrome de bronquiolitis obliterante (Xue
et al.,, 2011), y se pueden generar implantes pulmonares vascularizados de origen
pulmonar humano (Whal et al., 2019) injertando células madre y/o tejido de origen
humano en ratones inmunodeficientes. Se ha descrito particularmente bien la
regeneracion del epitelio traqueal del hamster después de una lesion mecanica.
McDowell et al. (1979) informaron de una rapida reepitelizacion de la membrana basal
desnuda con un primer paso de migracién epitelial antes de todos los procesos de
proliferacion. De hecho, las células epiteliales en el borde de la herida pueden
desdiferenciarse, extenderse y luego migrar para cubrir completamente la lamina basal
desnuda (Coraux et al., 2005). Los pulmones aislados y perfundidos derivados de estos
modelos pueden ser herramientas prometedoras para estudiar enfermedades

pulmonares humanas y probar nuevos objetivos terapéuticos.

Modelos de animales grandes.

Los modelos animales grandes han contribuido a nuestra comprensién actual de
la fisiopatologia respiratoria y los efectos de los farmacos modificadores de las
enfermedades pulmonares. Para el desarrollo de farmacos, el beneficio de utilizar
animales grandes sobre especies animales mas pequefias se debe principalmente a la
mayor similitud entre los humanos y animales de tamafo equivalente en términos de

anatomia general, morfometria, estructura y fisiologia de sus sistemas respiratorios. El
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animal grande mas utilizado y mejor caracterizado ha sido el cerdo. Los pulmones de
los cerdos son comparables en tamafio y caracteristicas fisioldgicas y anatémicas a los
de sus homologos humanos (Nelson et al., 2014; Hammer et a. 1999). De hecho, el
numero de generaciones bronquiales en el tracto respiratorio porcino y el patron de
disminucion progresiva de la longitud y el diametro dentro del arbol bronquial después
de cada bifurcacion son similares a los de los humanos (Maina & van Gils, 2001; Judge
et al., 2014). Por tanto, el pulmén de cerdo podria ser un muy buen modelo para
investigaciones biofarmacéuticas por inhalacion. Sin embargo, el gran costo de
investigar con animales grandes, asi como la menor comprension de los mecanismos
de las enfermedades en estas especies en comparacion con los roedores son
limitaciones importantes. En este contexto, el uso de pulmones porcinos obtenidos de
mataderos ofrece grandes ventajas éticas y econémicas.

Las ovejas también han sido consideradas durante mucho tiempo una especie
candidata del estudio de las enfermedades respiratorias (McCarron et al., 2021). Los
pulmones de ovinos tienen caracteristicas anatdmicas, funcionales, histoldgicas y
electrofisiologicas similares a las de los humanos (Harris, 1997). El tamafio y la
estructura comparativos de los pulmones de ovejas con los de los humanos
proporcionan una plataforma util para realizar la administracion de sustancias (p. €j.,
liquidos y aerosoles) y técnicas de muestreo como la biopsia de tejido pulmonar como
métodos clinicos. Las ovejas se han utilizado para modelar una variedad de
enfermedades respiratorias humanas como son la fibrosis quistica y el asma, ya que
CFTR esta bien conservado entre ovejas y humanos y su patron de expresion en el
tejido es similar entre ovejas y humanos durante el desarrollo y después del nacimiento
(Meeusen et al., 2009).

Un mejor conocimiento de los mecanismos implicados en la regeneracion y
diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias, asi como la caracterizacion de las
células madre epiteliales y progenitoras, puede allanar el camino hacia la terapéutica
regenerativa, permitiendo la reconstitucion de un epitelio de las vias respiratorias
funcional en numerosas enfermedades respiratorias, como el asma, enfermedades
pulmonares obstructivas crénicas, fibrosis quistica y bronquiolitis. En esta tesis, hemos
trabajado con el modelo in vitro, la linea celular BROC2, desarrollado en nuestro
laboratorio con el objetivo de promover la diferenciacion del epitelio a pases altos

mediante la aplicacion de cribados farmacoldgicos.
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OBJETIVOS

El epitelio que recubre las vias respiratorias esta compuesto por diversos tipos
celulares, cuyas poblaciones se encuentran en una proporcion equilibrada. Cuando
estas células se danan son reemplazadas a través del proceso de diferenciacion de las
células madre basales, que resulta fundamental para el mantenimiento de la integridad
del tejido. El epitelio de las vias respiratorias constituye una barrera muy importante
frente a la infeccion por patdgenos y particulas contaminantes, y el desequilibrio en la
proporcion de los tipos celulares que lo constituyen conlleva a la aparicion de
enfermedades como son el asma, la fibrosis quistica e incluso en peor escenario el
cancer. Sin embargo, las rutas moleculares implicadas en la proliferacion y
diferenciacion de estas células madre basales durante la regeneracion del epitelio
siguen siendo poco conocidas.

El estudio de genes candidatos, asi como el desarrollo de modelos
experimentales del epitelio de las vias respiratorias son utilizados como métodos
robustos para la investigacion de alteraciones en el epitelio en las enfermedades
respiratorias, asi como de la capacidad de regeneracion y diferenciacion de las células
basales en este tejido.

En base a esto, en esta tesis hemos querido profundizar en estos dos métodos
para comprender mejor la biologia de las vias respiratorias, ahondando en la capacidad
de proliferacién y diferenciacion del epitelio respiratorio.

En el capitulo | nos propusimos estudiar el papel de Jam3 en la diferenciacion
del epitelio respiratorio de raton como gen candidato. Para ello nos planteamos los
siguientes objetivos especificos:

- Determinar el patron de expresion de Jam3 en el epitelio respiratorio.

- Analizar el papel de Jam3 en la diferenciacién del epitelio de las vias
respiratorias a través de la modulacion de sus niveles de expresion.

En el capitulo Il, por otro lado, llevamos a cabo el estudio de las rutas moleculares
implicadas en la diferenciacion del epitelio respiratorio humano y de ratén mediante un
cribado de farmacos en nuestro nuevo modelo experimental BROC2. Los objetivos
especificos que se persiguieron se presentan a continuacion:

- Promover la diferenciacion de la linea inmortalizada de células basales derivadas
del epitelio de las vias respiratorias humanas (BROC2) mediante el uso de
farmacos que favorecen dicho proceso.

- Analizar el efecto de los farmacos en la diferenciacién del epitelio de las vias

respiratorias de raton.
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1. Modelo murino

En la presente tesis, tanto para la investigacién del papel de Jam3 como de las
rutas moleculares que promueven la diferenciacion del epitelio respiratorio de los
vertebrados se usaron cultivos de células progenitoras de traqueas de ratones adultos
wild-type C57BL/6J, proporcionados por el Centro Usuario de Animales de
Experimentacion de Caceres. Todos los estudios en animales han sido realizados de
acuerdo con la legislacion nacional y europea (Real Decreto RD53/2013 y Directiva EU
86/609/CEE modificada por 2003/65/CE, respectivamente) y de acuerdo con el Instituto
de Recursos de Animales de Laboratorio (ILAR) para la proteccion de los animales
utilizados para la investigacion. Los protocolos experimentales fueron aprobados por la
Bioética Comité de Experimentacion Animal de la Universidad de Extremadura
(registrado el 7 de julio de 2017).

1.1. Obtencion de células madre de traquea de ratoén.

La adquisicién de las células madre de traquea de ratdon comienza con el
sacrificio de los animales mediante dislocacion cervical, con precauciéon de no dafar la
traquea. A continuacion, los ratones se sujetan y se humedecen con etanol 70%
(Panreac, #131086.1211), evitando asi que haya contaminaciones. Tras esto, se
procede a producir un pequefio corte en la piel por debajo del esternén para, asi, con
ayuda de las tijeras separarla del tejido conjuntivo y cortarla longitudinalmente, pudiendo
observar la cavidad toracica con claridad. Una vez localizada la traquea, efectuamos
un corte en el tejido muscular que se encuentra alrededor de ésta, y procedemos a
separar la traquea cortando transversalmente por encima de la laringe y por encima de
los pulmones. Llegados a este punto, cada traquea se transfiere a un tubo que contiene
medio Ham’s F12 (Gibco, #11765-054) con penicilina/estreptomicina al 1% (P/S, Gibco,
#15140-122) a 4°C. Inmediatamente después de diseccionar todas las traqueas, éstas
se transfieren a una placa Petri con el mismo medio y bajo la lupa se limpian los restos
de tejido conectivo y vasos sanguineos. Hecho lo anterior, la laringe se elimina y se
corta cada traquea longitudinalmente.

Una vez limpias las traqueas, se traspasan a un tubo con pronasa (Roche,
#10165921001) diluida en medio Ham’s F12 con P/S 1% a una concentracion de 1,5
mg/ml donde se incubaran toda la noche en agitacion a 4°C para disgregar el tejido (se
preparan 15 ml de medio para 20 traqueas). Tras la digestidon con pronasa, se afnade al
medio con las células suero fetal bovino al 10% (Fetal Bovine Serum, FBS. Gibco,
#10500-064) con el fin de parar la digestion con pronasa. A continuacion, el medio se
traspasa a otro tubo y los restos de las traqueas se lavan de nuevo con Ham’s F12 para

recuperar un mayor numero de células, transfiriéendose de nuevo este sobrenadante al
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mismo tubo, y centrifugandolo a 1000xg por 5 minutos. Seguido a esto, las células se
resuspenden en Ham’s F12 con DNAsa de pancreas bovino (Sigma, #DN25) a una
concentracion de 0,5 mg/ml, incubandose durante 10 minutos a temperatura ambiente
eliminando asi las hebras de ADN que pueden retener a las células (se preparan 10 mi
por las células obtenidas de 20 traqueas). Pasado este tiempo, se centrifuga de nuevo
el tubo con las células en las mismas condiciones mencionadas anteriormente y se
resuspenden las células en medio de expansion, Pneumacult ExPlus completo
(StemCell, #05041), adicionando 3 ml por cada placa de cultivo que se va a usar. El
medio de expansién se suplementa con el inhibidor de apoptosis Y-27632 10 uyM
(StemCell #72304) y los inhibidores de la ruta TGFB/SMAD que inhiben la diferenciacion
de células basales y promueven la proliferacion, DMH-1 1 uyM (Tocris, #4126) y A83-01
1 uM (Tocris, #2939).

La suspensién celular se siembra en placas para cultivos primarios Primaria
plates (Corning #353802) durante 4 horas, al 5% de CO, y a 37°C. Estas placas
promueven una rapida adherencia de los fibroblastos, evitando asi que permanezcan
en la suspension de células (se utilizan dos placas Primaria plates por las células
obtenidas de 20 traqueas). Tras este tiempo, las células no adheridas a las placas
Primaria plates se pasan a 9 placas de 60 mm (Falcon, #353004) pretratadas con una
solucion de colageno (Gibco #A10483-01) a 50 ug/ml diluido en acido acético 0,02 N
(Fluka, #34254) minimo 4 horas antes de su uso. A las células se les afade el medio de
cultivo restante para poder sembrarlas en las 8 placas junto con los inhibidores de
diferenciacion y apoptosis, incubandolas toda la noche, al 5% de CO, y a 37°C. Tras
este tiempo, se lavan las placas con PBS eliminando asi las células muertas y se realiza
un cambio de medio con Pneumacult Explus y los inhibidores Y-27632 10 yM, DMH-1 1
MMy A83-01 1 uM. A partir de aqui las células progenitoras se encuentran en pase 0y

el medio debe de cambiarse cada dos dias e incubarse al 5% de C0.y a 37°C

1.2. Cultivo primario de células de traquea de ratén, crecimiento y
diferenciacion.

Una vez que las placas con el cultivo celular alcanzan el 70-80% de confluencia,
se realizan dos lavados con PBS y las células se incuban con PBS-EDTA 0,02% (Fisher,
#010700153) durante 20 minutos a 37°C para conseguir una correcta separacion de las
uniones célula-célula. Tras este tiempo, se aspira el PBS-EDTA de las placas y se afiade
acutasa (Corning, #25058051), incubandola durante 10 minutos a temperatura ambiente
para lograr la disgregacién de las células con la placa. Por ultimo, se afiade Pneumacult
Explus completo y se obtiene una suspension celular que se centrifuga 600xg durante

5 minutos. Finalmente, las células se resuspenden en Pneumacult Explus completo
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dejando el cultivo celular listo para el desarrollo de los experimentos.

En cuanto al proceso de diferenciacion del epitelio respiratorio
pseudoestratificado a partir del cultivo primario de células progenitoras de traqueas de
raton se lleva a cabo mediante la utilizacion del sistema de cultivo ALl (Air-Liquid-
Interface). En este sistema las células se siembran sobre membranas porosas de
poliéster o transwells, (Corning, #3460) unidas a un soporte de plastico que tiene forma
de cesta, el cual se introduce en los pocillos de una placa de cultivo de multiples pocillos.
Dichas membranas se tratan, minimo 4 horas antes de su uso, con colageno a una
concentracion de 50 ug/ml. Cuando se procedan a su utilizacion, las membranas se
lavan con PBS y posteriormente se afiaden las células suspensién en la camara superior
a una confluencia de 1x10° células/cm?. En la camara inferior solo se afiade medio
Pneumacult ExPlus hasta sumergir la base del soporte plastico. Las células seran
incubadas toda la noche y posteriormente se sustituye el medio de la camara superior
para eliminar las células que no han adherido a la membrana. A partir de este punto,
tanto el medio de la camara superior como de la camara inferior se ira cambiando cada
dos dias hasta que las células cubran la membrana por completo.

A continuacion, el medio de la camara inferior se reemplaza por medio de
diferenciacion ALI (Stemcell, #05002), dejando la camara superior sin medio alguno
simulando la organizacion del epitelio en las vias respiratorias, en el cual las células
estan en la regién mas apical en contacto con el aire, y en su parte basal en contacto
con la lamina basal del epitelio. El cultivo con el medio de diferenciacion ALI se mantiene
14 dias, renovandose cada 2 dias, desencadenando la diferenciacion del epitelio

respiratorio a partir de las células progenitoras de raton.

Expansion Pocillo con transwell  Air-Liquid Interface (ALI)
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Figura M1: Representacion esquematica sistema de cultivo y diferenciacion de las células

progenitoras de las vias respiratorias de raton. Imagen creada con BioRender.com.

1.3. Cultivo de organoides 3D de traquea de ratén
La generacion de organoides a partir de las células progenitoras de traqueas de
ratbn comienza con la expansion de dichas células en medio Pneumacult ExPlus
adicionado con los inhibidores de apoptosis y diferenciacion, ya especificado en el

apartado anterior. Previamente a la produccion del cultivo 3D, se debe enfriar la placa
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de 96 pocillos donde se sembraran las células, asi como las puntas de pipeta y tubos
Eppendorf, ya que la matriz de gel que se utiliza solidifica a temperatura ambiente. A
continuacion, se prepara la mezcla de matrigel reducido en factores de crecimiento
(Corning, #354230) al 25% en medio Pneumacult ExPlus completo. La mezcla se
distribuye en los pocillos designados en el experimento y se incuba la placa durante 30
minutos a 37°C para que solidifique el matrigel. Por cada pocillo de la placa de 96
pocillos el volumen a utilizar es de 100 ul (25 ul de matrigel y 75 ul de medio Pneumacult
ExPlus).

Seguidamente, las células se despegan de la placa de expansion
resuspendiéndose en medio Pneumacult ExPlus como se ha descrito anteriormente.
Las células se cuentan y se prepara una solucién de 500 células en medio Pneumacult
ExPlus con matrigel al 2% adicionado con el inhibidor de apoptosis Y-27632 a 20 uM,
para cada pocillo de la placa de 96 pocillos. Esta mezcla se afiade sobre los pocillos con
el matrigel al 25%. Pasadas 8-16 horas, las células se posicionan dentro de la fase mas
densa. Las células se cultivan cada 5 dias, cambiandose el medio de la fase superior
se reemplaza cada 2 dias. Las imagenes para la cuantificacién del crecimiento de los
organoides se hacen a dia 5 con el microscopio EVOS Floid Cell Imaging Station
(Invitrogen).

Células basales Células basales Formacién de colonias Formacidn de lumen

individualizadas ‘
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R 2t I\ & ——)

500 células

Figura M2: Representacion esquematica del sistema de cultivo de organoides de las vias

respiratorias de ratén. Imagen creada con BioRender.com.

2. Modelo humano
Las células humanas utilizadas en esta tesis se obtuvieron a partir de biopsias
de bronquio de donantes sanos, y fueron adquiridas a través del Biobanco del Area de
Salud de Badajoz (ref. B.0001437).

2.1. Obtencion de células madre de bronquio humano
Las biopsias de bronquio humano se recogen en PBS y se lavan dos veces con
el mismo tampon. Una vez retirado el PBS, a las muestras se les afiade pronasa a
1mg/ml, diluida en medio Ham’s F12 con P/S 1%, favoreciendo la disgregacion del tejido
y la liberacion de las células progenitoras. Ademas, a las muestras se les incorpora

DNAsa a 0,5mg/ml, eliminando asi las hebras de ADN que se encuentran en las células
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muertas. La mezcla se incuba toda la noche a 4°C en agitacion y pasado este tiempo,
se centrifugan 5 minutos a 1000xg. Tras esto, las células se resuspenden en medio
Pneumacult ExPlus completo con los inhibidores de diferenciacién y apoptosis A83-01
1uM, DMH-1 1uM e Y-27632 10uM y se siembran en dos placas de 60mm tratadas
previamente con colageno a una concentracion de 50ug/ml. El medio se va cambiando

cada 2 dias hasta que las células alcancen una confluencia de 70-80%.

2.2 Cultivo primario de células de bronquio humano, crecimiento y
diferenciacion.

Una vez que las placas con el cultivo celular alcancen la confluencia adecuada,
se realizan dos lavados con PBS y se resuspenden las células con PBS-EDTA y
acutasa, de acuerdo con el protocolo anteriormente detallado para las células de raton,
quedando el cultivo celular preparado para llevar a cabo los experimentos.

Para llevar a cabo la diferenciacion del epitelio pseudoestratificado a partir de
células basales humanas se pone en funcionamiento la utilizacién del mismo sistema
de cultivo ALI descrito previamente para las células progenitoras de traqueas de raton.
En el sistema de cultivo ALl para células basales humanas se siembran 1,5x10°
células/cm?, renovando el medio de expansién Pneumacult ExPlus completo junto con
los inhibidores de diferenciacion y apoptosis en torno a 7 dias, hasta que las células
formen una monocapa y tapicen la membrana por completo. A partir de este momento,
se elimina el medio de la camara superior y el medio de la camara inferior se reemplaza
por medio de diferenciaciéon ALI. El cultivo con el medio de diferenciacion ALl se
mantiene 21 dias, reemplazandose cada 2 dias, hasta conseguir la diferenciacion del
epitelio respiratorio. A medida que avanza la diferenciacion del cultivo, se va
produciendo mucho moco y para evitar su acumulacién, cada 2 dias se debe de lavar la
camara superior del sistema con PBS durante 5 minutos y 37°C, siendo esta etapa
importante para que los anticuerpos puedan internarse dentro de las células humanas

en los ensayos de inmunofluorescencia.
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Figura M3: Representacion esquematica del sistema de cultivo y diferenciacion de las células

basales procedentes de bronquio humano. Imagen creada con BioRender.com.

3. Tratamientos en cultivos celulares
Los compuestos utilizados en esta tesis se preparan segun las directrices del
fabricante. En cuanto a los cultivos empleados como control son tratados con los
volumenes adecuados del solvente. Los reactivos utilizados se especifican a

continuacion:

- IL6 (Gibco #PHCO0065). Se utilizé durante la diferenciacion de los cultivos de células
de bronquio humano, ya que en la tesis de Selene Diaz Chamorro se demostré que
IL6 induce la expresion del factor de transcripcion FOXJ1, asi como de proteinas
que forman parte de la estructura del cilio, tales como conexina, centriolina, y-
tubulina o tubulina acetilada; observandose ademas que IL6 promueve la
pseudoestratificacion de la monocapa de células madre basales durante su
diferenciacion. Disuelta en &cido acético 0,1 M se utilizd a una concentracién de 10
ng/ml. Como control se utiliz6 DMSO.

- DAPT (Tocris #2634). Es un potente inhibidor de la ruta de sefializacion Notch y
actua a través del bloqueo de la y-secretasa, que transduce la seial de esta ruta
desde el receptor Notch I. Fue utilizado durante la diferenciacion de cultivos de
células de las vias respiratorias de raton. Disuelto en DMSO a una concentracion de
50uM.
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Histamina (Acros Organics #10745842). Para la movilizacion compartimental de
Jam3, la histamina se disolvio en PBS y se afiade al medio en dos concentraciones
finales diferentes (50 y 100 uM) en MTECs en ALI14 durante 1 hora a 37°. Se uso6
PBS como control.

Cribado de compuestos farmacolégicos. Set de farmacos de factores de células
madre (Stem Cell Library, Tocris #7340) y de factores epigenéticos (Epigenetics 3.0,
Tocris #7578) utilizados para promover la diferenciacion del epitelio de la linea
celular BROC2. Disueltos en DMSO, empleados a una concentracion de 1 uM.
Inhibidores de Bromodominios BET. Los farmacos empleados fueron IBET-151
Dihidroclorado (Tocris #4650), CPl 203 (Tocris #5331), +(-)JQ1 (Tocris #4499) y
OTX015 (Tocris #6181). Se utilizo6 DMSO como control. -(-)JQ1 (Tocris #5603) e
iBET-DB2 (Tocris 7458) son controles negativos del fenotipo obtenido por estos
inhibidores de bromodominios BET. Todos los compuestos se utilizaron a una
concentracion de 1 uM disueltos en DMSO. Estos inhibidores se afiadieron durante
la diferenciacién de los cultivos de la linea celular BROC2 y de MTECS.
Inhibidores de la quinasa Rho. Los inhibidores de la quinasa Rho son una serie
de compuestos que se dirigen a la quinasa Rho e inhiben la via ROCK. Los farmacos
empleados fueron AM580 (Tocris #0760) y CD437 (Tocris #1549), disueltos en
DMSO a una concentraciéon de 1 uyM. Como control se utilizdé DMSO. Estos
inhibidores se usaron durante la diferenciacion de los cultivos de la linea celular
BROC2 y de MTECS.

Analogos de acido retinoico. Los compuestos utilizados fueron Chromans1 (Tocris
#7163) y SR3677 (Tocris #3667), disueltos en DMSO a una concentracion de 1 uM,
usando DMSO como control. Estos compuestos se emplearon durante la

diferenciacién de los cultivos de la linea celular BROC2 y de MTECS.

4. Silenciamiento de proteinas en células de cultivos primarios

Para el estudio de Jam3 en las células de las vias respiratorias de raton y

conocer las rutas moleculares implicadas en la diferenciacion de las células de las vias

respiratorias de humano se desarrollaron construcciones lentivirales que incluian

secuencias de ARN de interferencia (SshRNA, short hairpin RNA) que producen el

silenciamiento de la expresion de estas proteinas mediante la degradacion de su ARN

mensajero. Accediendo a la secuencia de transcritos de los genes que queremos

estudiar, se disefid la secuencia de ARN de interferencia y se clonaron en un vector

lentiviral para su posterior transfeccion complementado con dos vectores de

empaquetamiento en la linea celular HEK293T para la producciéon de lentivirus. Estos

lentivirus se concentraron y se utilizaron para la infeccion de cultivos primarios
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produciendo el silenciamiento determinado de nuestras proteinas.

41.

Clonacion en vector lentiviral.

A partir de la herramienta de disefio de secuencias de RNA de interferencia del

GPP Web Portal (Broad Institute) se utilizaron las secuencias de los transcritos de Jam3,
Brd2, Brd3 y Brd4 tomadas de la base de datos del NBCI (National Center for

Biotechnology Information) para la adquisicion de tres secuencias candidatas para cada

uno de los transcritos, seleccionandose en funcidn del nivel de silenciamiento

conseguido en la validacion de estas. GPP Web Portal, ademas, incluye las secuencias

para el clonaje en el vector lentiviral comercial pLKO.1, que hibridan con los extremos

que generan las enzimas de restriccion EcoRI (New England Biolabs, #31015) y Agel

(New England Biolabs, #3552L) de nuestro protocolo de clonacién. A continuacion, se

especifican las tres secuencias de ARN seleccionadas para cada gen:

RNA

Secuencia

mJam3_shRNA1_F

CCGGCTTATTGTTCTTGCTGTGATTCTCGAGAATCACAGCAAGAACAATAAGTTTTTG

mJam3_shRNA1_R

AATTCAAAAACTTATTGTTCTTGCTGTGATTCTCGAGAATCACAGCAAGAACAATAAG

mJam3_shRNA2_F

CCGGGCCAAACCACATATGTGTATTCTCGAGAATACACATATGTGGTTTGGCTTTTTG

mJam3_shRNA2_R

AATTCAAAAAGCCAAACCACATATGTGTATTCTCGAGAATACACATATGTGGTTTGGC

mJam2_shRNA1_F

CCGGCGTCAAGAAGTCACAGTAATACTCGAGTATTACTGTGACTTCTTGACGTTTTTG

mJam2_shRNA1_R

AATTCAAAAACGTCAAGAAGTCACAGTAATACTCGAGTATTACTGTGACTTCTTGACG

mJam2_shRNA2_F

CCGGGCAATTCAACATGATTTCCAACTCGAGTTGGAAATCATGTTGAATTGCTTTTTG

mJam2_shRNA2_R

AATTCAAAAAGCAATTCAACATGATTTCCAACTCGAGTTGGAAATCATGTTGAATTGC

hBRD2_shRNA1_F

CCGGCCTATGGACATGGGTACTATTCTCGAGAATAGTACCCATGTCCATAGGTTTTTG

hBRD2_shRNA1_R

AATTCAAAAACCTATGGACATGGGTACTATTCTCGAGAATAGTACCCATGTCCATAGG

hBRD2_shRNA2_F

CCGGGCCCTCTTTACGTGATTCAAACTCGAGTTTGAATCACGTAAAGAGGGCTTTTTG

hBRD2_shRNA2_R

AATTCAAAAAGCCCTCTTTACGTGATTCAAACTCGAGTTTGAATCACGTAAAGAGGGC

hBRD2_shRNA3_F

CCGGCCCTGCCTACAGGTTATGATTCTCGAGAATCATAACCTGTAGGCAGGGTTTTTG

hBRD2_shRNA3_R

AATTCAAAAACCCTGCCTACAGGTTATGATTCTCGAGAATCATAACCTGTAGGCAGGG

hBRD3_shRNA1_F

CCGGCCAAGGAAATGTCTCGGATATCTCGAGATATCCGAGACATTTCCTTGGTTTTTG

hBRD3_shRNA1_R

AATTCAAAAACCAAGGAAATGTCTCGGATATCTCGAGATATCCGAGACATTTCCTTGG

hBRD3_shRNA2_F

CCGGGCTGATGTTCTCGAATTGCTACTCGAGTAGCAATTCGAGAACATCAGCTTTTTG

hBRD3_shRNA2_R

AATTCAAAAAGCTGATGTTCTCGAATTGCTACTCGAGTAGCAATTCGAGAACATCAGC

hBRD3_shRNA3_F

CCGGCCCAAGAGGAAGTTGAATTATCTCGAGATAATTCAACTTCCTCTTGGGTTTTTG

hBRD3_shRNA3_R

AATTCAAAAACCCAAGAGGAAGTTGAATTATCTCGAGATAATTCAACTTCCTCTTGGG

hBRD4_shRNA1_F

CCGGCCTGGAGATGACATAGTCTTACTCGAGTAAGACTATGTCATCTCCAGGTTTTTG

hBRD4_shRNA1_R

AATTCAAAAACCTGGAGATGACATAGTCTTACTCGAGTAAGACTATGTCATCTCCAGG

hBRD4_shRNA2_F

CCGGCCAGAGTGATCTATTGTCAATCTCGAGATTGACAATAGATCACTCTGGTTTTTG
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hBRD4_shRNA2_R | AATTCAAAAACCAGAGTGATCTATTGTCAATCTCGAGATTGACAATAGATCACTCTGG

hBRD4_shRNA3_F | CCGGCAGTGACAGTTCGACTGATGACTCGAGTCATCAGTCGAACTGTCACTGTTTTTG

hBRD4_shRNA3_R | AATTCAAAAACAGTGACAGTTCGACTGATGACTCGAGTCATCAGTCGAACTGTCACTG

TABLA M1: Secuencias para mJAM3 (NM_023277), hBRD2 (NM_001113182), hBRD3 (NM_007371) Y
hBRD4 (NM_058243).

Cada pareja de oligonucleotidos se reconstituyé a 10 OuM y se anillaron segun
el protocolo 70878 pLKO.1 — TRC Cloning protocol (Addgene):

+ 2 yl oligonucledtido F (IDT)

+ 2 yl oligonucledtido R (IDT)

+ 5 yl tampén 2 10X NEB (New England Biolabs, #E702S)
 Hasta 35ul con ddH20

El programa de anillamiento en el termociclador se detalla a continuacion:
1. 4 minutos a 95°C
2. Ramp down de -5°C cada 1 min hasta 20°C

El vector lentiviral utilizado para la clonacion cedido por Miguel Fidalgo presenta
una modificacion con respecto al vector comercial, conteniendo una proteina
fluorescente (mCherry) que evidencia la correcta transfeccion de las células para la
produccion de lentivirus y de la infeccidon de las células de las vias respiratorias. Para
la digestion del vector, se empled 7,5ug de pLKO.1-mCherry y las enzimas Agel y EcoRl,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Posteriormente, la digestion se purifico
con el kit Nucleospin (Macherey-Nagel, #740609.250).
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Figura M4: Esquema del vector utilizado para la clonacion de las secuencias de ARN de interferencia.

A continuacion, se realizo la ligacion entre el vector digerido y purificado y los
oligonucleotidos anillados, siguiendo este protocolo:
+ 5 yl de la ligacion de los oligonucleétidos F+R (IDT)
* 50 ng vector pLKO.1 digerido y purificado
+ 10 pl tampon Quick ligase 2X (New England Biolabs, #M2200L)
* 1 yl T4 DNA ligasa (New England Biolabs, #M0201S)
» Hasta 20 ul con ddH.O

En esta clonacion, las secuencias de ARN de interferencia quedan aguas abajo
del promotor U6 promoviendo su transcripcion. Tras la ligacion, la transformacion se
realizd en bacterias competentes Stbl3 (Thermoscientific, #C7373-03), creciéndose
durante toda la noche en placas con ampicilina 100ug/ml (Sigma, #A0166-5G). Tras
esto, se realizaron cultivos liquidos para aislar el ADN plasmidico mediante el kit de
purificaciéon Plasmid miniprep kit (Thermoscientific, #K0503) y se secuenciaron las
construcciones en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la
Universidad de Extremadura. El oligonucledétido utilizado para la secuenciacion de los
plasmidos pLKO.1 fue 5’GACTATCATATGCTTACCGT-3’ (IDT). Finalmente, los clones
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de las construcciones seleccionados se crecieron en cultivos bacterianos de 100 ml para
la extraccion de ADN plasmidico en mayor cantidad utilizando el kit NucleoBond Extra
Midi (Macherey-Nagel, #740410.50).

4.2. Produccién de lentivirus

Para la producciéon de las particulas lentivirales se utilizdé la linea celular
HEK293T, cedida por el laboratorio de Miguel Fidalgo. EI medio empleado para el
mantenimiento y cultivo de la linea celular es DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) (Gibco, #21969-¢35) adicionado con FBS al 10%, L-GIn al 1% (Gibco, #25030-
024)y PIS 1%.

El dia anterior a la transfeccion se sembraron 9x10° células en placas de 150mm
(Falcon, #353025) (una placa por cada construccion de ARNi que queramos producir) y
se dejaron crecer durante toda la noche. Después de esto, mediante el método de
polietilenimina (PEI) (Sigma, #919012) se transfectaron las construcciones de ARNi
para la produccion de lentivirus. Para ello, se prepardé una mezcla de 1,6 ml de NaCl
(Panreac, #131659.1214) 150mM, 40ug de la construccién de ARNi junto con 20ug de
cada uno de los vectores lentivirales pMD2.G (Addgene, #12259) y psPAX2 (Addgene,
#12260) que contienen la informacion necesaria para producir proteinas de la envoltura
virica (VSV-G) y codificar para las proteinas lentivirales de empaquetamiento (Gag-Pol-
Rev), respectivamente. En otro tubo que contiene el mismo volumen de NaCl se
afiadieron 16yl de PEIl 5X y se combiné posteriormente con la mezcla de ADN,
incubandose a temperatura ambiente durante 30 minutos. Pasado este tiempo, la
mezcla se dispensé gota a gota sobre medio de cultivo DMEM fresco en las placas de
HEK293T y se incuban toda la noche, a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente, se
realizé6 un cambio de medio afiadiendo medio fresco y se incubd 24 horas (48 horas
desde la transfeccion). El siguiente paso es recolectar el medio ya que en el
sobrenadante es donde se encuentran las particulas viricas, concentrandose mediante
centrifugacion con filtros Amicon Ultra 100KDa (Merk #UFC910096) a 3550xg durante
30 minutos y 4°C. Las particulas viricas concentradas se alicuotaron en un volumen de
50 yl para evitar ciclos de descongelacion-recongelacion. Este proceso se realizo de la
misma manera 72 horas después de la transfeccion, teniendo por tanto ya preparados
los lentivirus para infectar las células de las vias respiratorias.

En los experimentos con ARN de interferencia se utiliza un control negativo, que
es un vector lentiviral que tiene incluida la proteina fluorescente mCherry y una
secuencia del gen de Photinus pyralis que codifica para la proteina Luciferasa (GenBank
n° M15077). Este vector fue cedido por el laboratorio de Miguel Fidalgo.

Para determinar la titulacién de las particulas lentivirales se utilizd el kit
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UltraRapid Lentiviral Global Titer Kit (SBI #LV961A-1), extrayendo el ARN de las células
infectadas para analizar, mediante gPCR, la proporcién de células infectadas a través
del analisis de secuencias determinadas de la construccion que se integran en el ADN
celular. La titulacion obtenida en los concentrados de particulas lentivirales que

produjimos fue de aproximadamente 1x10° particulas infectivas/ml.

4.3. Transduccion con lentivirus y seleccion de los cultivos de células.

Las células de las vias respiratorias de ratébn y humano se expandieron para su
cultivo como se ha explicado en los apartados tal y tal respectivamente. Las células se
resuspendieron y se contaron, usando por cada infeccién 25000 células en 100ul de
Pneumacult ExPlus. Ademas, se afadieron 25 ul de cada lentivirus utilizados en
conjunto para cada proteina, por lo tanto, el volumen final de la suspension fue de 75 pl.
En base al titulo de particulas lentivirales y al numero de células (particulas viricas /
células infectadas), podemos calcular un factor conocido como multiplicidad de la
infeccion (MOI): 0.075ml de concentrado x 10° particulas viricas/ml= 75.000 particulas
viricas afadidas a las 25.000 células, lo que nos da un MOl de 3. A esta mezcla se le
anadié polibrene a 8ug/ml (Sigma, TR-1003), un polimero catiénico que actua
neutralizando la repulsién de carga entre el virus y la superficie celular, mejorando asi
la eficiencia de la infeccion.

La mezcla se incubd 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd durante
5 minutos a 400xg haciendo que la interaccién entre la célula y el virus se vea favorecida.
Tras este paso, la mezcla se resuspendio afiadiendo 2,5ml de Pneumacult ExPlus con
polibrene y las células se sembraron en placas de 60mm previamente tratadas con
colageno a 50 pg/ml y se incubaron toda la noche. Pasado este tiempo, el medio se
reemplazé por medio fresco hasta el dia siguiente donde las células infectadas se
seleccionaron durante 48 horas con puromicina a una concentracion de 3ug/ml (MP
Biomedicals, #100552). Una vez seleccionadas las células, el medio se renovo
utilizando Pneumacult ExPlus sin seleccion durante 24 horas mas. En este punto, se
pudo ver la eficacia de la infeccion observando la fluorescencia producida por la proteina
mCherry. A partir de aqui, las células estaban listas para realizar los distintos

experimentos.

5. Sobreexpresion de proteinas en cultivos celulares
Con el fin de estudiar el efecto de la sobreexpresion de Jam3 en la diferenciacion
de nuestro cultivo primario del epitelio de las vias respiratorias de ratén, se obtuvo ADN
a partir de ARN de MTECS en ALI14 que se retrotranscrbié usando el sistema
SuperScript lll One-Step RT-PCR con Platinum Taq (Invitrogen). A continuacion, Jam3

50



se amplific6 mediante PCR utilizando los siguientes oligonucledtidos a una

concentracion de 10 uM:

Nombre oligonucleétidos Secuencia
Forward 5'CCACAACCATGGCGCTGAGCCGG-3°
Reverse 5'CCATGGTTGTGGTCCAGATAACAAAGGACG-3’

Tabla M2: Secuencias para la sobreexpresion de mdJam3 (NM_023277).

Jam3 se clond en un vector lentiviral (pLKO.1-PIG) que contiene una region
puromicina-IRES-GFP utilizando la enzima BstX| (New England Biolabs), en fase con la
proteina GFP de este casete de expresién. A continuacién, se transformaron bacterias
competentes (One Shot Stbl3 Competent E.coli) creciéndose en placas con ampicilina
100 pg/ml durante toda la noche. Tras esto, se realizaron cultivos liquidos para aislar el
ADN plasmidico mediante el kit de purificacién Plasmid miniprep kit y se secuenciaron
las construcciones en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la
Universidad de Extremadura, utilizandose el oligonucleétido Forward para Jam3,
mostrado en la tabla M2.

Para incorporar la construccion en las células, se utilizd la transfeccion con
lipofectamina en células MDCK y HEK293T. El primer paso fue sembrar las células en
placas de 12 pocillos alcanzado un 70-80% de confluencia en el momento de la
trasnfeccién. A continuacion, se prepararon los complejos de lipidos y ADN plasmidico,
mezclando por un lado en un tubo 50 ul de medio OPTIMEM, recomendado cuando se
van a usar reactivos de transfeccién de lipidos catiénicos, con 2 ug de DNA y otro tubo
conteniendo 50 ul de OPTIMEM y 2ul de lipofectamina 2000 (Invitrogen #11668-027),
agitando con el vortex el contenido de ambos tubos. Después, se mezcld el contenido,
vertiendo la lipofectamina sobre el ADN, aplicando vértex de nuevo e incubandose
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se agregé esta
mezcla gota a gota sobre las células con el medio recién cambiado por OPTIMEM y se
incubo durante 5 horas a 37°C y 5%CO2. Para finalizar, se sustituy6 el medio OPTIMEM
por medio de cultivo DMEM y se seleccionaron las células con puromicina a 3 ug/ml,
siendo visible la fluorescencia en verde a las 48 horas, mostrando aquellas que

presentan la construccion.

6. Analisis de los niveles de expresion génica mediante PCR cuantitativa
(9PCR)
Los niveles de expresidn de los genes de interés en nuestros cultivos celulares

se analizaron mediante la cuantificacion de ARN mensajero (ARNm) presente en

51



nuestras muestras. Con este fin, se extrajo el ARNm y se realizé una reaccion de
retrotranscripcion sintetizando el ADN complementario (ADNc), que se utilizd como

molde para la PCR cuantitativa.

6.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARNm se realizé mediante el kit ilustra RNAspin Mini (GE
Healthcare #2505500-71), segun las indicaciones del fabricante. Comenzamos la
extraccion de ARN mediante una lisis inicial, seguido de un filtrado del lisado total para
precipitarlo con etanol 70%. Este volumen se transfirié a una columna de afinidad donde
se realizd una incubacion con DNAsa para eliminar el ADN gendmico. A continuacion,
se realizaron dos lavados y se eluy6 el ARN en agua mili-Q libre de RNAsa. El paso final
fue determinar la concentracion de ARN mediante la medida de la absorbancia

espectrofotométrica a 260nm utilizando el equipo espectrofotométrico BioPhotometer
(Eppendorf).

6.2. Retrotranscripcion
La retrotranscripcion de ARN mensajero a ADNc se realizé mediante el kit High-

Capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems, #4368814), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se utilizé una cantidad comprendida entre 200 y 400ng de
ARN totales llevados a 10yl con agua destilada libre de RNAsa para cada muestra. A
esta mezcla se le anadi6 la retrotranscriptasa, tampén 10x, los cebadores aleatorios
para la enzima y la mezcla de dNTPs, quedando preparada la mezcla para la reaccion
en el termociclador. El equipo utilizado fue Veriti 96-well Therman Cycler (Applied
Biosystems) y el programa empleado en el termociclador se detalla a continuacion:

1. Incubacion de las muestras a 25°C durante 10 minutos

2. Incubacion a 37°C durante 2 horas

3. Incubacién a 85°C durante 5 minutos.
Una vez finalizado el programa, las muestras se diluyeron 10 veces en agua mili-Q y

quedan listas para la PCR cuantitativa.

6.3. PCR cuantitativa
Los niveles de expresion de los genes de interés se analizaron por medio de
PCR cuantitativa (QPCR, Quantitative Polymerase Chain Reaction), mediante el uso del
kit PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems #A25742), siguiendo las
indicaciones del fabricante. 1ul de cada muestra de ADNc se transfierié a una placa de
96 pocillos (MicroAmp EnduraPlate Optical 96-Well, Applied Biosystems, #4483354)y 9
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bl de una mezcla que contiene 2ul de agua mili- Q, 2ul de la mezcla de cebadores
especificos para cada gen con una concentracion de 10 uM, y 5ul de la master mix del
kit. Para cada gen se realizaron duplicados o triplicados técnicos de la misma muestra.

Las secuencias de los cebadores utilizados en la qPCR se disefaron partiendo
de los exones extraidos de la base de datos Ensembl y Primer3, teniendo una
temperatura de hibridacién de 60°C y un tamafo de entre 10 y 25 nucleétidos. Las

secuencias de cebadores para el estudio de la expresion génica en raton y humano se

recogen, respectivamente, en las siguientes tablas:

Nombre del gen Secuencia F Secuencia R
Trp63 CAGATTCAGAACGGCTCCTC GATGGAGAGAGGGCATCAAA
FoxJ1 GTTTCATCCACCCATGTTCC GTAGGACCCTTCTGGGCTTC
Scgb1a1 CATCATGAAGCTCACGGAGA AGGTGAGATGCTCGCAGTTT
Scgb3a2 TTCCCTCATTTGATCCCTTG CACGTAGCAAAGGCTTCTCC
Spdef CAGGGCCTGTCTGCTTTCTA CATCGATTGCACCTGCTCTA
Krt5 CATCGATTGCACCTGCTCTA TCCAGCAGCTTCCTGTAGG
Jam3 TACAGCTGGTACCGCAATGA GAGTGCCTGTCTCCGAGTTC
Jam1 TCAGTGTCCCCTCCTCTGTC GCATCTGCTGTAAGCATGGA
Mcidas CAGATCAAGGCAACAACGAA TTAGGGTCACGATTGTGCAG
Wrd19 TCTCCCATAAGCCTTTGCTG AGCATTTGCCTCAGGTCAGT
Ift81 GGGCTTGGTGATTGGAAGTA CACTTGGCACCTCCAGTTTT
Jam2 TGACTGGAAGTGTGGTGGAG CCTTTTGGATTCCCTAGCAA
Eila AATGTGCTTTGACGGTGTGA TGATTTTGGCATGTTCTGGA
BRD2 AATGGCTTCTGTACCAGCTTTAC CTGGCTTTTTGGGATTGGACA
BRD3 GGGCGAAAGACTAACCAACTG GAAAGGCCAGGCAAACTGATG
BRD4 GCCTTGAACAGACCCTCTCC TGACTTTGGTTGGTGGCCTT
Jag1 TGCAGAACGTGAATGGAGAG GCGGGACTGATACTCCTTGA
Jag2 CACACCTGGAGCTGCAGATC TTCTTTGCCCATCCAGCCAT
Notch1 CACCTGCAGGCAAGATGTTA AGTTCACAGTGGGGACCAGT
Notch2 ATCTCATCCCTGCGAAAATG GGCATCTGTAGGAACCAGGA
DII-1 GGTTTGTGTGTGACGAGCAC AGTGCAGTACTGGCCTTTCC

Tabla M7: Listado de oligonucleétidos utilizados como cebadores en gPCR en muestras procedentes de

raton.

Nombre del gen Secuencia F Secuencia R

TP63 CAGATTCAGAACGGCTCCTC CTGGGTAGTCGGTGTTGGAG
FOXJ1 GAACCCCTCAAAGGCAACTT CTCATCGAAGTCCAGGCTGT
SCGB1A1 CTTTCAGCGTGTCATCGAAA TGATGCTTTCTCTGGGCTTT
SCGB3A2 CATCAACAAAGTGCCCCTTC CCTCTGGTCCCAGCTCATT
IFT81 CCCTGGAGGGATGAACTGT GGCACAATTTGGGAGAGAAA
KRT5 CTTGTGGAGTGGGTGGCTAT CGAAACCAAATCCACTACCG
BRD2 GAGGTGTCCAATCCCAAAAAGC H ATGCGAACTGATGTTTCCACA
BRD3 TCAAATTGAACCTGCCGGATT TGCATACATTCGCTTGCACTC
BRD4 Long Isoform | CACTCCACCCCATCTCAACC TCATCCTCCAGCAGCACTTG
BRD4 Short Isoform | ACCTCCAACCCTAACAAGCC TTTCCATAGTGTCTTGAGCACC

Tabla M8: Listado de oligonucledtidos utilizados como cebadores en gPCR en muestras procedentes de
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humano

El protocolo de gPCR utilizado consistié en los siguientes pasos:

1. Desnaturalizacion a 95°C durante 10 min

2. Repeticién de 50 ciclos, que consistieron en la desnaturalizacion del ADN a 95°C,
la hibridacion de los cebadores al ADN molde a 60°C, y extensién de la nueva
cadena de ADN, donde se mide la sefial fluorescente en cada pocillo.

A continuacion, se analizo la temperatura de desnaturalizacidon de cada producto
de PCR midiendo la emisién de fluorescencia de SYBR Green durante el cambio de
temperatura de 60°C a 95°C, para comprobar la presencia de un unico producto de PCR
y validar la especificidad de nuestros cebadores. El equipo que se empled es el
termociclador QuantStudio 3 de Applied Biosystems.

Para la cuantificacion de los niveles de expresion génica (ACt) se determiné el ciclo en
el que la muestra supera el umbral de fluorescencia (Ct), utilizando la amplificacion del
gen Eif1a como control para normalizar la cantidad de ADNc en las distintas muestras.

2"24CY relacionando

A continuacion, se calculd la expresion relativa de los transcritos (
los valores obtenidos con respecto a nuestra condicion basal (no diferenciadas, sin

tratamiento, etc).

7. Analisis de proteinas mediante Western Blot
La técnica de inmunobloting Western Blot, que permite analizar los niveles de
expresion de las proteinas estudiadas en esta tesis, radica en la separacion de las
proteinas a través de geles de acrilamida y la transferencia de éstas a una membrana

que permite el marcaje de anticuerpos para su deteccion.

71. Preparacion de los extractos proteicos a partir de lisados celulares

El tampodn de lisis para la obtencion de los extractos proteicos esta formado por
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) (Panreac, A2264), EGTA 1mM (Sigma, #E-4378) EDTA 1mM,
ortovanadato sédico 1 mM (Sigma, #56508-10G), fosfato sédico 5mM (Sigma, #342483-
25@G), fluoruro sédico 10 mM (Sigma #201154-100G), sacarosa 0,27 M (Panreac,
#131621.1210), 2-mercaptoetanol 1% (v/v) (Panreac, #A1108.0100) Tritébn X-100 y
coctel de inhibidor de proteasas 1x (Roche, #11873580001).

Para obtener los lisados celulares, las células se lavaron con PBS y se anadio
tampon de lisis en frio sobre las placas de cultivo. A continuacion, el volumen obtenido
se traspaso a un tubo Eppendorf. El lisado se desarrollé a 4°C y en agitacién durante 1
hora. El siguiente paso fue la centrifugacion de los tubos a 15000xg y 4°C durante 30

minutos para descartar los fragmentos celulares no lisados y los restos de membrana.
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El sobrenadante se transfirié a otro tubo Eppendorf, guardando 10 ul del lisado para la

cuantificacion de la concentracion de proteinas.

7.2. Cuantificacion de la concentracion de proteinas por el método

Bradford.

Para medir la concentracion de proteinas de los extractos celulares lisados se
utiliza el método colorimétrico de Bradford, que emplea el reactivo Coomassie G250
(Bio-Rad, #5000205) y albumina de suero bovino (BSA, Panreac, #A8412) para obtener
la recta patron. La recta, preparada en una placa de 96 pocillos, se elaboré mediante el
uso de cantidades ascendentes de BSA, de 0,25 yg a 2,5 pg diluyéndose en agua hasta
conseguir un volumen de 160 pl. En la misma placa, se afiadié 1 yl de cada extracto
proteico en 159 ul de agua. A continuacién, tanto en las muestras lisadas como en la
recta patrén se agregaron 40 pl de reactivo de Coomassie y se homogeneizo la mezcla
en los pocillos para la medida de la absorbancia a 595nm en el lector de placas
multipocillo Infinite MPlex (Tecan). Para determinar la concentraciéon de las proteinas,
los valores obtenidos se extrapolaron mediante una regresion lineal determinada por la

recta patron construida con las cantidades utilizadas de BSA.

7.3. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Tras cuantificar la concentracion de proteinas, las muestras se mezclaron con el
volumen correspondiente de tampdn de carga (1/5 del volumen total) compuesto por
Tris-HCI 6,5 mM pH 6,8 (Panreac, A2264), SDS (10% p/v, Sigma, #161-031), glicerol
(50% v/v), azul de bromofenol (0,025% p/v, Bio-Rad, #1610404) y B-mercaptoetanol
(20% v/v). El tampédn de carga aumenta la densidad de la muestra y permite visualizar
el frente debido a la presencia de azul de bromofenol.

A continuacion, las muestras se desnaturalizaron térmicamente incubandose 5
minutos a 95°C, quedando las proteinas preparadas para la separacion en funcion de
su peso molecular en geles de acrilamida-bisacrilamida mediante el método implantado
por Laemmli (Laemmli, 1970). Para este fin, se prepard el gel inferior a una
concentracion de acrilamida entre 7,5% y 12 %, de acuerdo con el tamafio molecular de
las proteinas de interés en esta tesis. Este gel estaba compuesto por acrilamida 40%
(18,5-30% vl/v, Alfa Aesar, #J60868), Tris 1,5 M pH 8,8 (25% v/v), SDS 10% (1% v/v),
persulfato amoénico 10% (0.5% v/v, Panreac, #A2941) y TEMED (0.05% v/v, Sigma,
#T79281). Después, se prepard el gel superior con los mismos compuestos, pero
utilizando Tris 0.5 M pH 6.8 en vez de Tris 1,5 M y con una concentracion de acrilamida
al 4%.

Una vez polimerizado el gel superior, se cargaron los pocillos con el marcador
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de peso molecular Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad, #161-0374) y entre 10ug
y 40ug de cada muestra. La electroforesis se realizé en tampdn Tris/Glicina/SDS (Fisher,
#BP13414) con un voltaje inicial de 75V hasta que el frente se empaqueta, cambiandose
tras esto a 125 V. El sistema de electroforesis que se utilizd es Miniprotean 3 (Bio-Rad)

y la fuente de alimentacién Power Pac 300 (Bio-Rad).

7.4. Electrotransferencia en himedo

Las proteinas separadas en el gel tras la electroforesis se transfirieron a unas
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, #1620112) mediante la aplicacion de un campo
eléctrico constante de 1000mA por membrana en una cubeta con tampoén de
transferencia compuesto por Tris 25 mM, Glicina 1,9 M y metanol al 20% (v/v) utilizando
la fuente de alimentacion Consort EV261 (Bio-Rad). Para comprobar que la
transferencia funcioné correctamente y las muestras son homogéneas en cuanto a la
carga, las membranas se tifieron con el colorante Pounceau S. (Sigma #P7170). A
continuacion, se retiré el colorante de las membranas realizando lavados con una
solucion de Tris-HCI 50 mM pH 7,5 y tween-20 (0.05% v/v, Fisher #BP337) (TBS-T).

7.5. Marcaje de membranas con anticuerpos
Para realizar el marcaje de las membranas con anticuerpos especificos para
nuestras proteinas, las membranas se bloquearon previamente con una solucion de
TBS-T y leche desnatada al 5% (p/v) durante 1 hora en agitacion y a temperatura
ambiente, evitando con esto la union especifica de los anticuerpos. A continuacion, las
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios que se muestran en la tabla M5

preparados en la solucion de TBS-T y leche desnatada a 4°C, en agitacion durante toda

la noche.
Anticuerpo primario | Dilucién | Fuente Casa Comercial, Referencia
Anti-Jam3 1:500 Cabra R&D Systems, #AF1213
Anti-GFP 1:500 Raton Roche #11814460001
Anti-Vinculina 1:2000 Raton Sigma, #V4505

Tabla M5: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante Western Blot.

El siguiente paso fue lavar las membranas cinco veces con TBS-T durante 10
minutos en agitacion, quedando preparadas para el marcaje con los anticuerpos
secundarios conjugados con la enzima peroxidasa de rabano (HRP)de la tabla M6
preparados en la solucion de bloqueo durante 1 hora, en agitacion y a temperatura

ambiente.
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Anticuerpo Secundario | Diluciéon Fuente Casa Comercial, Referencia
Anti-Mouse-HRP 1:1000 Cabra Cell Signaling #7076
Anti-Rabbit-HRP 1:1000 Cabra Cell Signaling #7074
Anti-Goat-HRP 1:1000 Burro Promega #V8051

Tabla M6: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante Western Blot.

7.6. Revelado de membranas
Tras la incubacion, se volvieron a realizar cinco lavados con TBS-T a las
membranas y se incubaron con el sustrato quimioluminiscente Supersignal West Dura
(Thermo Scientific) durante 5 minutos. A continuacion, las membranas se revelaron con
el equipo iBright CL1000 (Invitrogen). Los controles que se utilizaron para la
normalizacién de los niveles de proteinas en las muestras son la deteccion de vinculina
y la tincion de las membranas con Ponceau. La cuantificaciéon de la sefal obtenida se
analizé mediante el software Imaged por densitometria.
8. Inmunofluorescencia en células del epitelio respiratorio
Para determinar la localizacion subcelular y los niveles de expresion de las
proteinas estudiadas en esta tesis fueron analizadas por medio de inmunofluorescencia.
Al inicio de este protocolo, las muestras se lavaron con PBS Ca*?/Mg*? para mantener
las uniones célula-célula y se fijaron 10 minutos con PFA 4% a temperatura ambiente.
Tras esto, se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS-Tritén 0,1%, se separaron
las membranas porosas que contiene a las células de los soportes mediante el uso de
un bisturi y se ubicaron en una camara humeda y en oscuridad. A continuacion, las
membranas se bloquearon durante una hora con PBS-Tritén-BSA al 2% y se incubaron

con los anticuerpos primarios de la tabla M3 preparados en la mezcla anterior toda la

noche a 4°C.
Anticuerpo Dilucion | Fuente Casa Comercial, Referencia
primario
Anti-Jam3 1:150 Cabra R&D Systems #AF1213
Anti-Jam3 1:100 Raton ThermoFisher #AB_2533486
Anti-p63 1:200 Conejo Abcam #124762
Anti-SCGB1A1 1:50 Cabra Santa Cruz #sc9772
Anti-FOXJ1 1:200 Ratén Invitrogen #14-9965-82
Anti E-cadherina 1:100 Raton BD Biosciences #610182
Anti-Z01 1:100 Rata TermoFisher #14-9776-82
Anti-VANGL1 1:100 Conejo Sigma HPA025235
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Anti- Acetil Tubulina | 1:100 Raton Sigma #6793

Anti-Rab11a 1:50 Conejo Cell Signaling #2413S
Anti-EEA1 1:100 Conejo Cell Signaling #3288S
Anti-Dnai1 1:100 Conejo ThermoFisher PA554526
Anti-Daap1 1:100 Conejo Sigma-Millipore HPA049468
Anti-Centriolina 1:100 Raton Santa Cruz sc-365521
Anti-a tubulina 1:100 Raton ThermoFisher 32-2500
Anti-H3K27ac 1:2000 Conejo Abcam #ab4729

Tabla M3: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccién de proteinas por inmunofluorescencia.

El siguiente paso fueron los 5 lavados de 10 minutos de las membranas con
PBS-Tritén, quedando listos para el marcaje con los anticuerpos secundarios
conjugados con fluoroforos de la tabla M4 preparado en PBS-Triton-BSA al 2%. En la
misma mezcla se preparo, de ser necesario, el marcaje de los nucleos con DAPI 0,3 pM
(4',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma, #62248) y la faloidina fluorescente. Las membranas
con los anticuerpos secundarios se incubaron una hora a temperatura ambiente y
después, se lavaron 5 veces con PBS-Triton. Finalmente, las membranas se montarion
sobre un portaobtejos empleando el medio Vectashield (Vector laboratories, #H1000)

quedando preparadas para la obtencion de imagenes por microscopia confocal.

Anticuerpo Secundario Dilucién Fuente | Casa Comercial, Referencia
Alexa-Fluor-594 anti-Goat 1:500 Burro Invitrogen #A11058
Alexa-Fluor 594 anti-Rat 1:500 Burro Invitrogen #A21209
Alexa-Fluor 594 Phalloidin 1:500 Burro Invitrogen #A12381
Alexa-Fluor 488 anti-Rabbit | 1:500 Cabra Invitrogen #A21206
Alexa-Fluor 488 anti-Goat 1:500 Burro Invitrogen #A32814
Alexa-Fluor 488 anti-Mouse | 1:500 Cabra Invitrogen #A11001

Tabla M4: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de proteinas por inmunofluorescencia

9. Adquisicion y analisis de imagenes de microscopia confocal

La obtencion de imagenes de inmunofluorescencia se llevé a cabo utilizando el
microscopio confocal Olympus FV 1000 de la Unidad de Microscopia del Servicio de
Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la Universidad de Extremadura. Las
imagenes adquiridas se procesaron para cuantificar las poblaciones celulares, utilizando
la sefal procedente del marcaje con anticuerpos especificos de cada tipo celular. Las
imagenes se obtuvieron con el objetivo de 40X del microscopio Olympus FV 1000, con
zoom 2x y una resolucion de 1024x1024 pixeles. Las imagenes se separaron por

canales usando el programa ImageJ y se procesaron con Adobe Photoshop CC 2019.
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10. Microscopia electréonica de barrido (SEM)

Para el analisis de la morfologia, distribucion y abundancia de los cilios en las
células multiciliadas se utiliza la microscopia electronica de barrido. Tras la
diferenciacion de los cultivos de células progenitoras de las vias respiratorias, los
transwells se lavaron con PBS Ca+2/Mg+2, conservandose en el soporte dentro de la
placa multipocillo. A continuacion, las células se fijaron con glutaraldehido (2,5% vl/v,
Sigma, #G5882) en una solucion de cacodilato sédico 0,1M (Sigma, #C0250) durante
90 minutos a 4°C. Posteriormente, los transwells se lavaron tres veces durante 5
minutos con cacodilato sédico 0,1M y se incubaron con tetradxido de osmio (1% vl/v,
Sigma, #75632) durante 2h a 4°C. Transcurrido este tiempo, se eliminé el tetradxido de
osmio realizando tres lavados con cacodilato 0,1M y se llevd a cabo la deshidratacion
de las muestras incubandolas 30 minutos a 4°C a concentraciones crecientes de etanol,
desde el 10% al 100% (v/v). Posteriormente, la membrana del transwell se separé del
soporte plastico para ser procesadas en el Servicio de Analisis y Caracterizacion de
Solidos y Superficies de la Universidad de Extremadura. El etanol de los transwell se
remplazé gradualmente por COy, y éste se retird utilizando la técnica del punto critico y
de este modo secar por completo las muestras. El siguiente paso fue recubrir las
muestras de oro mediante sputtering o pulverizacion catédica, y la visualizacion de estas
muestras empleando el equipo Quanta 3D FEG (FEI Company). Las imagenes
obtenidas se analizaron y procesaron con los softwares ImageJ y Adobe Photoshop CC
2019.

11. Ensayo de la integridad de la monocapa celular

El ensayo de la integridad del epitelio pseudoestratificado de los cultivos de
células de las vias respiratorias tanto de ratén como humanas se realizé mediante un
ensayo de biotinilizacion apical en células diferenciadas.

Para empezar, se diferenciaron los cultivos de células de vias respiratorias de
raton hasta ALI14. Finalizado este proceso, la placa con los transwells se traspaso a
hielo y tras aspirar el medio, se afadié tampoén salino HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution, Gibco, #14025-092) en la camara superior e inferior del franswell a 4°C para
el lavado de las células. A continuacion, en la camara superior se sustituyd el tampon
HBSS por una solucion fria de Biotina-sulfo-NHS-LC (Thermo Scientific, #21335) a una
concentracion de 2mg/ml en HBSS, mientras que en la camara inferior se mantuvo el
tampon HBSS y se realizaron dos incubaciones de 20 minutos cada una'y a 4°C. En el
siguiente paso, los franswells se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos

y tras esto, se realizaron tres lavados con PBS-Triton durante 5 minutos cada uno.
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Posteriormente, se realizé una incubacion con Estreptavidina-Alexa 555 (1:500,
Invitrogen, #S32355), Faloidina-Alexa 488 (1:500, Invitrogen, #A12379) y DAPI 3uM
diluido en PBS-Triton en oscuridad durante 2h y a temperatura ambiente. Finalmente,
los transwells se lavaron 5 veces con PBS-Triton durante 10 minutos cada uno y se
montaron sobre un portaobjetos empleando el medio de montaje Vectashield. Las
imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal Olympus FV 1000y se procesaron

con los softwares ImageJ y Adobe Photoshop CC 2019.

12. Resistencia eléctrica transepitelial (TEER)

Durante el proceso de diferenciacion de las células epiteliales de las vias
respiratorias, la resistencia transepitelial (Transepithelial Electrical Resistance, TEER)
se midid utilizando el equipo EVOM3 (World Precision Instruments), posicionando el
electrodo en la camara superior del transwell. Con este fin, se sustituyé medio
PneumaCult por medio DMEM con FBS al 10% y GIn y P/S al 1% en ambas camaras
del transwell. Los valores que se obtuvieron se normalizan a K-Ohm/cm?. Como blanco
se empled un transwell con medio DMEM sin células. Los valores se analizan utilizando

Microsoft Excel y las graficas se obtienen mediante el software GraphPad Prism 9.0.1

13. Medida de la batida de los cilios

La medida de la batida de los cilios comienza con la diferenciacion de los cultivos
de las células de las vias respiratorias. En este momento, la camara superior de los
transwells se lavd con PBS Ca*?/Mg*? durante 10 minutos a 37°C para eliminar el moco
segregado por las células. Transcurrido este tiempo, se aspird el PBS Ca**/Mg* y se
anadio una mezcla de 5ul de bolas magnéticas (Dynabeads Streptavidin C1, Invitrogen,
#65001) en 300ul de PBS Ca*¥/Mg*™ que se incuba durante 10 minutos para que
decanten las bolas magnéticas sobre las células. Posteriormente, se retird la mezcla de
la camara superior, manteniendo las bolas magnéticas para que se fijen a las células
durante 90 minutos a 37°C. En el momento de realizar las grabaciones, se afiadieron
100ul de PBS Ca*?/Mg*? en la camara superior de los transwells, colocandose la placa
en el microscopio invertido Motic AE20 y adquiriendo los videos con la camara de un
iPhone XS (Apple Inc.) a 240 fps. Las grabaciones se analizaron con el software
MATLAB mediante una aplicacion desarrollada en nuestro laboratorio que sigue el
movimiento de las bolas magnéticas en las grabaciones obtenidas, expresandose las

gréficas de frecuencia de batida en s™.
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14. Inmunohistoquimica

Las traqueas completas extraidas de los ratones se fijaron con paraformaldheido
al 4 % en PBS 0,1 M pH 7,4 a 4°C durante la noche. Posteriormente, se lavaron con
PBS y se crioprotegieron con PBS-Sacarosa al 10% toda la noche a 4°C, para asi
empaparlas con medio de inclusién y congelarlas en bloques de corte a -80°C. Se
cortaron secciones de criostato de 20 mm en un plano longitudinal. Las secciones se
montaron descongeladas en un portaobjetos Superfrost R Plus (Menzel-Glaser,
Alemania) y se almacenaron a -20°C. Las muestras se lavaron en PBS-Triton X-100
(Sigma, #T8787) (PBS-T) durante 15 min. Luego, se afiadié perdxido de hidrégeno al
3% diluido en PBS durante 45 min. Las muestras se lavaron dos veces en PBS-gelatina
(2 g/l) (PanReac, 142060)-Triton X-100 0,25 % (PBS-G-T) durante 10 min y se incubaron
en PBS-G-T-lisina 1 M (Merck, n.° 62) (PBS-G-T-L) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las secciones se incubaron con el anticuerpo primario Jam3 (1:150) diluido
en PBS-G-T-L en una camara humeda durante la noche a temperatura ambiente.
Después de eso, las muestras se lavaron dos veces en PBS-T durante 10 min y una vez
en PBS-G-T durante 10 min y luego se incubaron con anticuerpo secundario 1gG
biotinilado anti-cabra (Sigma, #B7014, 1: 200) diluido en PBS-G-T-L en una camara
hameda durante 2 h a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron dos veces en
PBS-T durante 10 min y una vez en PBS-G-T durante 10 min y se incubaron con
estreptavidina-HRP (Cell Signaling, #3999S, 1:100) diluida en PBS-G-T durante 2h a
temperatura ambiente. Las secciones se lavaron dos veces en PBS-T durante 10 min y
se revelaron usando tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina al 0,03 % (DAB, Sigma,
n.°868272-85-9) diluido en PBS con peréxido de hidrogeno al 0,025 %, creando un
precipitado marréon donde Jam3 se expresé. Después de alcanzar la intensidad de color
adecuada, la reaccion se detuvo sumergiendo los portaobjetos en PBS-T. Finalmente,
las muestras se tifieron con eosina durante 10 segundos y se deshidrataron en
soluciones crecientes de etanol, se lavaron en Xylol y se montaron con medio de
montaje Eukitt. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio Nikon Eclipse 80i y se

procesaron con Adobe Photoshop CC 2019.

15. Analisis de distribucion de los cuerpos basales.

El analisis de la distribucion de cuerpos basales se realizd en las células
multiciliadas del epitelio pseudoestratificado de las vias respiratoria de raton
diferenciadas en ALI14 tanto en un control como en células que tienen silenciada la
expresion de Jam3. La tincién de estos cuerpos basales se llevdé a cabo mediante la
técnica de inmunofluorescencia ya detallada anteriormente y el uso del anticuerpo

primario a-tubulina que marca los cuerpos basales. Posteriormente, se obtuvieron
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imagenes por microscopia confocal de esta inmunofluorescencia que permiten distinguir
los cuerpos basales de las células multiciliadas y determinar la excentricidad promedio
y la relacion entre el ratio mayor/menor para cada célula individual. La excentricidad se
define como la distancia entre los puntos focales de la elipse minima que contiene el
cuerpo basal dividida por el tamafio del eje mayor de esta elipse. En cuanto a la relacion
entre el eje mayor y menor (ratio Mm) para cada célula, se divide el tamafo del eje
mayor de la elipse ya comentada por el tamafno del eje menor de la misma elipse. Estas
medidas, siguiendo un enfoque similar al utilizado por Herawati et al. (2016), cuantifican
la elongacion del cuerpo basal discriminando entre cuerpos basales alineados y no

alineados, obteniendo valores mas largos en el caso de cuerpos basales alineados.

16. Analisis de datos de una unica célula
El analisis de datos de una unica célula de las vias respiratorias de raton utilizado
para las células control y silenciadas para Jam3 fue recopilado de GSE102580, que son
datos especificos de expresion génica para células determinadas como multiciliadas
(Plasschaert et al., 2018). Los genes que diferencian para células deuterosomales y
células ciliadas maduras se obtuvieron de la bibliografia (Bukowy-Bieryllo, 2021), y su
expresion unicelular se obtuvo tanto en células positivas para Jam3 como en células

negativas para Jam3. Todos los calculos se realizan con el software MATLAB.

17. Andlisis de las categorias de las células multiciliadas durante la
diferenciacion.

Para categorizar el estadio en el que se encuentran las células multiciliadas de
las vias respiratorias durante las primeras etapas de la diferenciacion (a partir de ALI4)
se utilizé la inmunofluorescencia con el anticuerpo centriolina. Las células multiciliadas
pueden encontrarse en el estadio | con un par de centriolos, en el estadio Il/lll con
muchos centriolos agregados y migrando, y en el estadio IV/V con gran cantidad de
centriolos distribuidos homogéneamente en la membrana apical (Usami et al., 2021).
Las imagenes se obtuvieron con el microscopio confocal Olympus FV 1000 y se

procesan con los softwares ImagedJ y GraphPad Prism 9.0.1.

18. Analisis estadistico
Los datos de todos los experimentos de esta tesis se analizan mediante el test T
de Student para muestras no pareadas para comparar condiciones de control con

diferentes grupos experimentales y se muestran como media + desviaciéon estandar
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(s.d.). Todos los experimentos se realizan empleando dos o tres réplicas biolégicas con
al menos cuatro réplicas experimentales de cada condicion. Las graficas y la

significacion estadistica se obtienen mediante el software GraphPad Prism 9.0.1.
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RESULTADOS CAPITULO |

La identificacion de un gen candidato esta basada en la eleccion de genes de
una ruta bioquimica que se sabe que esta implicada en la etiologia de una enfermedad
y/o que contiene miembros en los que sus mutaciones afectan al fenotipo de interés.

El epitelio de las vias respiratorias esta constituido principalmente por tres tipos
celulares, en equilibrio constante: las células basales, encargadas de regenerar tejidos
y capaces de regenerar el epitelio completamente (Rock et al., 2009; Yang et al., 2018);
células secretoras, que producen moco, esencial para atrapar patégenos y moléculas
(Rawlins et al., 2009); y células multiciliadas, encargadas de cambiar la mucosidad hacia
la boca para que las vias respiratorias permanezcan despejadas. (Cardoso, 2001;
Rawlins & Hogan, 2006). Las diferentes poblaciones celulares en este epitelio se
encuentran en constante equilibrio entre células basales y células diferenciadas a
secretoras y ciliadas, donde cualquier desregulacién de este balance conlleva a una
alteracion de la homesotasis en las vias respiratorias, provocando la aparicién de
numerosas enfermedades de las vias respiratorias (Leeman et al., 2014).

El papel de Jam3 en el epitelio respiratorio es completamente desconocido,
aunque se ha observado que la mayoria de los ratones KO para Jam3 mueren debido
a infecciones en las vias respiratorias (Imhof et al., 2007). Mientras que los restantes
que sobrevivian eran ratones macho infértiles, relacionando este fenotipo con un defecto
en la diferenciacion de las espermatidas y por tanto con la ciliogénesis de las células
multiciliadas en el epitelio.

En base a los estudios anteriores que relacionan Jam3 con el epitelio de las vias
respiratorias y el proceso de diferenciacion y ciliogénesis, en este capitulo nos
propusimos determinar el patron de expresion de Jam3 en el epitelio respiratorio, asi
como su funcion molecular y celular en dicho epitelio, algo que hasta ahora no ha sido
descrito.

1.1. La expresion in vivo de Jam3 se restringe a células multiciliadas en el
epitelio de las vias respiratorias del raton.

Para conocer la localizacion de Jam3 en las vias respiratorias de ratén, se realizé
un analisis inmunohistoquimico de Jam3 en secciones de pulmoén de ratdn y se observo
que Jam3 no se distribuye de forma homogénea en el epitelio, sino que estaba
restringido a unas determinadas células (Figuras R1A). La figura R1A" reveld, mediante
una vision aumentada de las vias respiratorias, que Jam3 se expresaba Unicamente en

las células multiciliadas.

67



A Mouse airway A" Mouse airway

Anti-Jam3

R&D-AF1213
Anti-Jam3
R&D-AF1213

Figura R1: Localizacién de Jam3 en el epitelio de las vias respiratorias de raton mediante analisis
inmunohistoquimico. (A) Inmunohistoquimica de Jam3 en el epitelio de las vias respiratorias del raton.
Las flechas negras sefialan las células multiciliadas, mientras que las puntas de flecha negras apuntan a
células no ciliadas. (A’) Imagen aumentada de la inmunohistoquimica de Jam3 en el epitelio de las vias

respiratorias del raton.

Con el objetivo de confirmar la localizacion de Jam3 en el epitelio de las vias
respiratorias de ratdn, se realizé una inmunofluorescencia en una traquea completa para
Jam3 y tubulina acetilada, una proteina que se acumula en el axonema del cilio. Este
analisis corroboré que Jam3 co-localizé con células multiciliadas marcadas con tubulina
acetilada (Figuras R2A-R2A"""). Ademas, las imagenes a mayor aumento de la traquea
mostraron que los niveles de expresion de Jam3 en las células multiciliadas no eran
homogéneos, encontrando células con altos o bajos niveles de expresion de Jam3
(Figuras R2B—R2B”). Estos resultados, en conjunto, revelaron que la expresion de Jam3

in vivo en el epitelio de las vias respiratorias esta restringida a las células multiciliadas.
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Figura R2: Analisis por inmunofluorescencia de la localizacion de Jam3 en el epitelio respiratorio
de ratén. (A) Inmunofluorescencia de la traquea completa de ratén que muestra Jam3 en rojo (gris en el
panel A'), tubulina acetilada en verde (gris en el panel A”"") y DAPI en azul (gris en el panel A™"). (B) Imagen
confocal a mayor aumento para la localizacion de Jam3 en rojo (gris en el panel B”") y tubulina acetilada en
verde (gris en panel B") en la traquea completa de raton. La barra de escala representa 10 um en el panel

(B). La punta de flecha blanca sefiala a células multiciliadas con bajos niveles de expresion de Jam3.
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1.2. La expresion in vitro de Jam3 esta limitada a células multiciliadas en el
epitelio respiratorio del raton.

Una vez conocida la localizacion de Jam3 in vitro, quisimos saber cual era el
patron de localizacion de Jam3 in vitro mediante inmunofluorescencia para Jam3 de
células epiteliales de traqueas de raton diferenciadas (MTECs), que presentan en cultivo
al menos los tres tipos celulares del epitelio respiratorio como son células basales,
células secretoras y células multiciliadas. En la inmunofluorescencia se utilizaron dos

anticuerpos diferentes para Jam3(AF1213 y AB_2533486) y se obtuvo como resultado

la expresion de Jam3 en unas células determinadas del epitelio respiratorio de raton
(Figura R3 panel Ay A").
A

Anti-Jam3
R&D-AF1213

RRID:AB_2533486

Anti-Jam3

Figura R3: Expresion in vitro de Jam3 en células multiciliadas en el epitelio de las vias respiratorias
del raton. (A,B) Inmunofluorescencia de Jam3 en MTECs diferenciadas durante 14 dias in vitro, nlcleos
en azul (gris en paneles A, B') y Jam3 en verde (gris en paneles A”, B"") utilizando dos anticuerpos

diferentes. La barra de escala representa 20 um en los paneles (A, B).

Para confirmar que en las inmunofluorescencias de MTECs diferenciadas se
detectaba el marcaje correcto para Jam3, se cloné el ADNc de Jam3 obtenido de
MTECs en un vector que contenia una proteina GFP y esta construccion se transfecto
a células MDCK y HEK293T. La inmunofluorescencia con el anticuerpo para Jam3
evidencid que marcaba solamente las células MDCK que contenian la construccion
Jam3-GFP y no células vecinas (Figura R4A). La figura R4B confirma mediante
Western-Blot que tanto el anticuerpo para Jam3 AF1213 como para GFP detecté la
expresion de Jam3 solamente en las células transfectadas con la construccion Jam3-
GFP, demostrando por tanto que los dos anticuerpos utilizados para Jam3 marcaron

unicamente Jam3, obteniendo el mismo patréon de tincion en ambos.
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Figura R4: Validacion del anticuerpo para Jam3 AF1213. (A) Inmunofluorescencia de Jam3 en células
MDCK transfectadas con la construccion Jam3-GFP que muestra el mismo patrén de tincion de anti-Jam3
y la sefial de Jam3-GFP. (B-C) Imagenes de Western-Blot para anti-GFP, anti-Jam3 y anti-vinculina como
control (células HEK293T transfectadas con mCherry) y HEK293T transfectadas con Jam3-GFP para probar

la capacidad de anti-Jam3 de reconocer Jam3 en Western-Blot.

A continuacion, se realizaron inmunofluorescencias con dos marcadores
caracteristicos de células multiciliadas, la inmunofluorescencia de Jam3 y Foxj1 (factor
de transcripcion necesario para la diferenciacion de células multiciliadas) (Figura R5
panel A) y la inmunofluorescencia de Jam3 con tubulina acetilada (Figura R5 panel B).
Tras la obtencidn de imagenes por microscopia confocal de estas inmunofluorescencias,
se cuantificé que mas del 75 % de las células marcadas con Foxj1 o tubulina acetilada
también eran positivas en el marcaje de Jam3 (Figura R5, panel C), confirmando de esta
forma que la expresion de Jam3 en el epitelio de las vias respiratorias de ratdon estaba
limitada a células multiciliadas in vivo e in vitro. Sin embargo, se encontrd que algunas
células multiciliadas en cultivo in vitro no mostraron el marcaje para Jam3, no detectadas
in vivo.
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FIGURA R5: Analisis in vitro de la expresion de Jam3 en células multiciliadas. (A, B) Imagenes

representativas de Jam3 y Foxj1 (A) o tubulina acetilada (B) para analizar el doble marcaje en células
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multiciliadas. Foxj1 en verde (gris en el panel A’), y Jam3 en rojo (gris en el panel A”); Tubulina acetilada en
verde (gris en el panel B’), y Jam3 en rojo (gris en panel B”). (C) Cuantificacion del nimero de células que
expresan Jam3 y tubulina acetilada o Jam3 y Foxj1. La barra de escala en los paneles (A, B) representa 20
pm. La flecha roja sefiala células positivas para Foxj1 y negativas para Jam3; las células rojas marcadas

con asteriscos muestran células positivas para tubulina acetilada y negativas para Jam3.

Los resultados obtenidos hasta ahora demostraron que Jam3 se expresaba tanto
in vitro como in vivo en las células multiciliadas, por lo que nos planteamos la siguiente
cuestion: ¢La expresion de Jam3 podria estar relacionada con el estado de
diferenciacion de las células multiciliadas? Para responder a esta duda, se realizdé una
inmunofluorescencia en MTECs para Jam3 y tubulina acetilada a lo largo del proceso
de diferenciacion cuando las células multiciliadas comienzan a aparecer en nuestro
sistema de cultivo ALI (de ALI3 a ALI7) (Panel R6A). La figura R6A" mostré que la
tubulina acetilada comienza a acumularse a partir de ALI4 y no se detecto en ALI3.
Asimismo, se observo que Jam3 también se acumul6 en algunas células en ALI4 y que
el numero de células marcadas con Jam3 y tubulina acetilada aumento a lo largo del
proceso de diferenciacion (Figura R6 panel A"" y cuantificado en R6B). En las imagenes
de inmunofluorescencia encontramos células positivas para tubulina acetilada y altos
niveles de expresion de Jam3, ocurriendo en la mayoria de las células desde ALI4 hasta
ALl 7 (Figura R6B). Sin embargo, también se hallaron células marcadas con tubulina
acetilada y con niveles bajos de expresion de Jam3 y células, aunque en baja

proporcion, marcadas con tubulina acetilada sin Jam3 (Figura R6B).
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Figura R6: Relacion de la expresion de Jam3 con el estado de diferenciacion de células multiciliadas.
(A) Conjunto de imagenes de microscopia confocal de MTECs a lo largo dias de la diferenciacion (ALI 3 a
ALI7) con Jam3 en rojo (gris en el panel A”), tubulina acetilada en verde (gris en el panel A") y nicleos en
azul. (B) Cuantificacion de células positivas para tubulina acetilada con niveles de expresion altos para
Jam3, niveles bajos de Jam3 o negativos para Jam3 de ALI4 a ALI7. Células sin marcaje para tubulina

acetilada o Jam3 se detectan en ALI3. La barra de escala en el panel A representa 10 pm.

Para conocer aun mas la relacién de la expresion de Jam3 y el estado de
diferenciacion de las células multiciliadas, se evalud la expresion de genes que
distinguen entre células deuterosomales o células multiciliadas maduras (Bukowy-
Bierytto, 2021) utilizando un conjunto de datos publicados de expresién de una sola
célula (Plasschaert et al., 2018). El analisis reveld que las células multiciliadas que no
expresan Jam3 mostraron niveles mas altos de expresion de marcadores de células
deuterosomales, mientras que no se observaron diferencias entre las células
multiciliadas que son Jam3 positivas o negativas para los marcadores de células
multiciliadas maduras (Figura R7). En base a estos datos, se concluyd que la mayoria
de las células multiciliadas mostraron expresién de Jam3 y que dicha expresion se

estuvo vinculada a células multiciliadas maduras.
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Figura R7: Analisis de la relacion de la expresion de Jam3 y el estado de diferenciacion de las células
multiciliadas. Niveles relativos de expresién génica de células deuterosomales y marcadores de células
ciliadas maduras en células con expresion positiva y negativa para Jam3 (todas son células positivas para

Foxj1) utilizando datos de expresion de una sola célula (Plasschaert et al., 2018).

1.3. La localizaciéon subcelular de Jam3 se encuentra en los endosomas
apicales de las células multiciliadas.

Una vez conocida la expresion de Jam3 en las células multiciliadas, quisimos
determinar la localizacion subcelular de Jam3 dentro de estas células. Para ello, se
realizé una inmunofluorescencia de Jam3 y ZO-1, una proteina ubicada en la superficie
de la membrana citoplasmatica de las uniones estrechas intercelulares, en MTECs
diferenciadas y se obtuvieron imagenes por microscopia confocal de diferentes planos
Z del epitelio (Figura R8A-A"", R8B-B""). EIl panel A" de la Figura R8 mostr6 que la
localizacion de Jam3 en las células multiciliadas se encontraba en la parte apical de la
célula, no detectandose en la parte distal o a lo largo del lado basolateral de estas
células epiteliales. En las uniones célula-célula (flechas blancas en el panel A de la
Figura R8), se observaron niveles bajos de expresion de Jam3, sin embargo, se
encontro expresion de Jam3 por encima de esas uniones y en los endosomas apicales

en la inmunofluorescencia doble de Jam3 y ZO1 (Figura R8, panel B).
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FIGURA R8: Jam3 se localiza en las uniones célula-célula y en los endosomas apicales. (A) Planos Z
de microscocpia confocal de apical a basal (Z3 a Z5) de Jam3 en células multiciliadas. Las flechas blancas
sefialan la localizacion de Jam3 en las uniones celulares, y las puntas de flecha blancas indican la
localizacion de Jam3 en los endosomas apicales. Jam3 en rojo (gris en panel A’), y ndcleo en azul (gris en
panel A”). (B) Planos Z de microscopia confocal (Z3 a Z5) de co-localizacion de Jam3 con ZO1 en células
multiciliadas. Jam3 en verde (gris en panel B’), y ZO1 en rojo (gris en panel B”). Los planos Z son de 1 ym

La barra de escala en los paneles (A, B) representa 10 um.

Para comprobar si Jam3 se localiza también en los endosomas apicales en la
traquea completa de raton se realizé una inmunofluorescencia para Jam3 (Figura R9),
que situdé a Jam3 en los endosomas de los planos mas apicales.
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Figura R9: Andlisis de la localizaciéon subcelular de Jam3 en la traquea de raton completa. (A)
Inmunofluorescencia en traquea completa de ratdn para Jam3 en rojo (gris en el panel A') y ndcleos en azul
(B) Aumento de una regién de interés del panel (A) que muestra la localizacién de Jam3 en un grupo de

células. La barra de escala en panel D representa 10 um. El cuadro blanco punteado muestra la regién de

interés representada en el panel B.

Para confirmar la localizacién apical de Jam3 en las células multiciliadas, se
realizé una inmunofluorescencia que co-localizé Jam3 con un marcador de endosoma

apical, EEA1, y un marcador de endosoma de reciclaje, Rab11. La figura R10A" mostré
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que la mayoria de los endosomas que expresaron Jam3 eran endosomas apicales
marcados con EEA1, mientras que no se encontré co-localizacién de Jam3 con Rab11
(Figura R10B).

Jam3/ Rab11

Maximal
Projection

Single plane

Figura R10: Jam3 co-localiza con EEA1, marcador de endosomas apicales. (A) Plano confocal para

”

Jam3 en rojo (gris en el panel A”) y EEA1 en verde (gris en el panel A”). Analisis de co-localizacién de Jam3

y EEA1(blanco en el panel A’). Las flechas blancas sefialan a la co-localizacion de Jam3 y EEA1 en
endosomas y las puntas de flecha blancas indican endosomas que contienen Jam3 que son EEA1
negativos. No todos los endosomas positivos para EEA1 son positivos para Jam3. (B) Inmunofluorescencia
de Jam3 en rojo (gris en el panel B") en combinacion con Rab11 en verde (gris en el panel B”") en MTECs
ALI14. B"””" muestra un aumento de una region de interés del panel (B). La barra de escala en el panel A

representa 10 pym. El cuadro blanco punteado muestra la region de interés representada en el panel B™"".

Para acotar aun mas la localizacion de Jam3 en la membrana, se realizdé una
inmunofluorescencia para Jam3 y Vangl1, una proteina relacionada con la polaridad
celular planar situada en las uniones adherentes. Al observar diferentes imagenes en
los planos mas apicales de MTECs, se observé que Jam3 tiene una localizacidon mas
apical que Vangl1 (Figura R11).

Todos los datos anteriores en conjunto mostraron que Jam3 se localiza
principalmente en los endosomas apicales de las células multiciliadas a nivel de las
uniones estrechas, y en las uniones célula-célula de algunas células por encima de
Vangl1.
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Figura R11: Co-localizacion de Jam3 y Vangl1 en la membrana. (A) Planos Z confocales (Z1 a Z6) de
Jam3 en rojo (gris en A”) en co-localizacion con Vangl1 en verde (gris en A™") en células multiciliadas. Las
flechas blancas sefialan la localizacion de Jam3 en las uniones célula-célula que son negativas para Vangl1.
Las puntas de flecha blancas indican endosomas que expresan Jam3 y no Vangl1. Los planos Z tienen un

tamafio de 1 ym. La barra de escala representa 10 ym.

1.4. La disminucion de la expresion de Jam3 no alteré la morfologia y funcion
de los cilios.

Las MTECs se han utilizado ampliamente para estudiar la biologia de las vias
respiratorias, incluyendo la diferenciacion celular, el funcionamiento de los cilios o la
secrecion de proteinas, entre otras caracteristicas. Para evaluar la funcién de Jam3 en
las células multiciliadas del epitelio de las vias respiratorias, se infectaron las células
con una combinacién de dos shRNA que disminuyeron la expresién de Jam3 en MTECs
(Jam3-KD). Como control se infectaron las células con un shRNA contra la luciferasa
(Luc-KD). La disminucion de la expresion de Jam3 se confirmd a nivel de ARN mediante
PCR cuantitativa (Figura R12 panel A) y a nivel de proteina por inmunofluorescencia
(Figura R12D y R12E) en MTECSs diferenciadas durante 14 dias.
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Figura R12: Analisis de la disminucién de expresion de Jam3 en MTECs. (A—C) Niveles de expresion
de ARNm de Jam3 (A), Jam1 (B) y Jam2 (C) en MTECs diferenciadas infectadas con virus control (Luc KD)
o0 Jam3-shRNA (Jam3 KD), n = 3. (D, E) Imagenes de inmunofluorescencia para Jam3 en verde (grisen D"

y E”") en MTECs infectadas en rojo (gris en D"’y E"""), con shRNA contra luciferasa (Luc KD) (D) y Jam3
(Jam3 KD) (E).

Ademas, se analiz6 la expresion de Jam1 y Jam2 en condiciones de Jam3-KD
en comparacién con Luc-KD y se obtuvo que la disminucién de la expresién de Jam3 no
afecta la expresion de las otras dos moléculas de las uniones estrechas (Figura R12,
panel By C).

Una vez conocida la localizacion celular y subcelular de Jam3 en las células
multiciliadas, se examind la morfologia de los cilios por microscopia electrénica de
barrido (SEM). La figura R13 mostré que no se detectaron defectos en la morfologia en
los cilios en células Jam3-KD cuando se comparan con células Luc-KD. Asi mismo, se
observé que el tamafio y numero de cilios son similares en la membrana apical de las

MTECs tanto en células Jam3-KD como Luc-KD.

Figura R13: Analisis de la morfologia de los cilios en ausencia de la expresion de Jam3. (A, B)
Imagenes de microscopia electronica de barrido de Jam3-KD y Luc KD en MTECs diferenciadas durante
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14 dias.

Sabiendo que la morfologia de los cilios en las células multiciliadas no se vio
alterada en células que tienen disminuida la expresién de Jam3, se quiso comprobar si
esta expresion reducida de Jam3 alteraba la estructura de los cilios. Para ello, se realizé
una inmunofluorescencia para tubulina acetilada y ZO-1, en la que no se encontraron

diferencias entre la condicion control y Jam3-KD (Figura R14, paneles Ay B).

A Luc KD B Jam3 KD

Figura R14: La disminucion de la expresion de Jam3 no altera la estructura de los cilios. (A, B) Vistas
lateral y superior de imagenes de micrscopia confocal para tubulina acetilada (en verde), ZO-1 (en rojo) y
nucleo (en azul) en Jam3-KD (B, B’) y Luc KD (A,A’) en MTECs. La barra de escala en los paneles (A, B)

representa 20 pym.

Los experimentos anteriores mostraron que la estructura, la morfologia o el
numero de cilios no se vieron afectados por la disminucion de la expresion de Jam3. El
siguiente interrogante fue si la funcionalidad de los cilios se habia perdido o se conservo
tras la reduccion de la expresion de Jam3. Para conocer qué papel desempefiaba Jam3
en el funcionamiento de los cilios se llevé a cabo un ensayo que midié el batido de estos.
Este experimento consistié en la adicion de bolas magnéticas en la camara superior de
los transwells donde estaban las células diferenciadas, que se adhirieron a la membrana
apical. Las bolas se grabaron facilmente con una camara a velocidad lenta, debido a su
color y tamafio (Figura R15A-C). En la figura R15D, no se observan diferencias en el

batido de los cilios entre la condicion control y Jam3-KD.
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FIGURA R15: Medida del batido de los cilios en MTECs que tienen reducida la expresion de Jam3.
(A) Esquema del ensayo desarrollado para medir la frecuencia de batido de los cilios descrito en Materiales
y Métodos. (B) Imagen del programa desarrollad para medir el batido de los cilios. (C) Representacién de
las ondas de los cilios batiendo en un segundo en diferentes condiciones experimentales. (D) Cuantificacién
de la frecuencia de batidos de los cilios en numero de latidos por segundo en MTECs tratadas con Luc KD
y Jam3 KD.

A continuacion, se analizo la distribucion de los cuerpos basales en las células
multiciliadas en MTECs control y Jam3-KD mediante una inmunofluorescencia de
centriolina, un marcador caracteristico de cuerpos basales de los cilios (Figura R16
paneles A-B). Tomando de referencia el analisis realizado por Herawati et al. (Herawati
et al., 2016), se diferencio entre cuerpos basales alineados y no alineados a lo largo de
la diferenciacion de células multiciliadas, y se cuantifico la alineacion de cuerpos basales
en células multiciliadas individuales utilizando la excentricidad y la relacion del eje
mayor/menor (relacion Mm) de estos cuerpos (Figura R16 paneles C-D). Los resultados
mostraron que los cuerpos basales de las células control se distribuyeron en filas largas
bien alineadas en mas del 40 % de las células; sin embargo, en la mayoria de las células
Jam3-KD se observé la disposicion de los cuerpos basales en filas cortas y ademas, la
mayoria de las células que tenian reducidas la expresién de Jam3 presentaron un

acortamientos de los cuerpos basales.

79



Luc KD Jam3 KD

E
2.4
L]
2.2 .0 &
o >
o 201 oo
5 Ry
5 . ¥
16 % -
. .
1.4+ .
1.2

T T
LuckKD  Jam3 KD

Mm Ratio: 1,902
FIGURA R16: Analisis de la alineacion de los cuerpos basales en células multiciliadas individuales.
(A, B) Inmunofluorescencia para centriolina que marca cuerpos basales en células de control (A) y Jam3
KD (B). (C, D) Imagen en blanco y negro obtenida para calcular la relacion Mm en una célula control (C) y
una célula Jam3 KD (D). (E) Cuantificacion de la relacion Mm para células individuales. n > 60 en

condiciones control y Jam3 KD.

Ademas, se analizé el estado de los microtubulos de los cilios mediante una
tincion con faloidina de los filamentos de actina y no se encontraron diferencias entre
células control y Jam3 KD (Figura R17), concluyendo que la alteracion en la distribucion

de los cuerpos basales en células Jam3 KD no depende del citoesqueleto.
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Figura R17: Estudio de la estructura de los microttbulos en MTECs (A-B) Tincion de los filamentos de

actina con faloidina en células de control (Luc KD) y Jam3 KD.
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Los datos obtenidos con el analisis de la distribucién de cuerpos basales de los
cilios junto con la expresion de marcadores de células deuterosomales en células Jam3-
KD, nos sugirieron que Jam3 podria estar implicado en la migracion de los cuerpos
basales. Para probar esta hipotesis, se realizé una inmunofluorescencia con centriolina
alo largo de los primeros dias de la diferenciacion (ALI4-ALI6) en células control y Jam3-
KD (Figura R18 panel A-B). Utilizando la clasificacion de Usami et al. (Usami et al., 2021)
de las células multiciliadas durante la diferenciacién, podemos diferenciarlas en
diferentes etapas, la etapa | de diferenciacion con la presencia de un par de centriolos,
la etapa Il/lll que implica la aparicién de muchos centriolos agregados y migrando, y la
etapa IV/V que cuenta con numerosos centriolos homogéneamente distribuidos en la
membrana apical. La figura R18 C mostré un retraso significativo en las células Jam3
KD en la maduracion de las células multiciliadas ya que solo el 10% de estas células
estaban en la etapa IV/V en ALI 5 en comparacién al 70 % en las células de control.

Esta diferencia es menor evidente en ALI 4 y ALI 6.
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Figura R18: Categorizacién del estado de diferenciacion de las células multiciliadas en células control y
Jam3 KD. (A, B) Inmunofluorescencia de centriolina en células de control (Luc KD) y Jam3-KD en ALI 5. (C)
Cuantificacion de células multiciliadas en las diferentes etapas de diferenciacion en células control y Jam3
KD. Las células en la etapa Il/lll se indican con puntas de flecha rosas mientras que las del tipo IV/V se

sefialan con puntas de flecha blancas.

Todos estos resultados nos sugieren que la disminucion de la expresién de Jam3
en MTECs no afecta a la morfologia o la funcionalidad de los cilios en las células
multiciliadas, pero si a la distribucion de los cuerpos basales de estos y al estado de

maduracion de las células multiciliadas.

1.5. La disminucion de la expresion de Jam3 en el epitelio de las vias
respiratorias no afecta a la integridad del epitelio

Como se ha comentado en la introduccion, el papel de las moléculas de adhesion

de la unién, Jam1, Jam2 y Jam3, en las células epiteliales esta relacionado

principalmente con la funcién de barrera epitelial. Partiendo de este dato, se examind la

funcidén de Jam3 en el estado de la monocapa del epitelio de las vias respiratorias del
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ratén, aunque su expresion esta restringida mayormente en los endosomas de las
células multiciliadas. Para ello, se analizé la integridad del epitelio mediante un ensayo
de permeabilidad que consistio en la biotinilacion de células control y Jam3-KD. En este
experimento se observo que tanto en células Jam3-KD como control, las proteinas
biotiniladas en la membrana plasmatica marcadas con Estreptavidina-555 estaba
restringido a la membrana apical (Figura R18 paneles A y B), concluyendo que en
ausencia de Jam3, el epitelio de las vias respiratorias sigue formando una monocapa
continua que no pudo ser traspasada por la biotina.
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w

Jam3 KD

Figura R19: Estudio de la permeabilidad del epitelio de las vias respiratorias en ausencia de Jam3.
(A, B). Imagenes de microscopia confocal en plano ortogonal de células control (A) y Jam3 KD (B).
Estreptavidina Alexa 555 (en rojo) solo se observa en la membrana apical. Faloidina (en verde) para marcar
la actina en la superficie apical y basolateral y Dapi (en azul) para el nicleo. La barra de escala en los

paneles (A-B) representa 20 pm.

Para caracterizar aun mas la monocapa del epitelio de las vias respiratorias, se
realiz6 una inmunofluorescencia con ZO-1 para analizar el tamafio y el
empaquetamiento celular, asi como el reclutamiento de ZO-1 en las uniones celulares
en ausencia de Jam3 (Figura R20A-D). Los resultados no mostraron cambios
significativos en el tamafio y la forma celular en las células Jam3-KD en comparacion
con las células Luc-KD, no viéndose afectada la integridad epitelial al disminuir la

expresion de Jam3.
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Figura R20: La disminucion de la expresion de Jam3 no afecta a la integridad del epitelio. (A, B)
Imagenes confocales de ZO-1 en células control (A) y Jam3 KD (B). (C, D) Analisis del tamafio celular (C)
y el nimero de uniones célula-célula (D) de imagenes confocales de ZO-1 en células control y Jam3 KD.
La barra de escala en los paneles (A-B) representa 20 uym. Los valores de p en todas las condiciones se

obtuvieron utilizando la prueba t.

A continuacion, se comprobd la permeabilidad a los iones de las uniones
estrechas en la monocapa midiendo la resistencia transepitelial (TEER) antes de la
diferenciaciéon y durante el proceso de diferenciacion de MTECs en células control y
Jam3-KD. Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas en los
valores de TEER en células Jam3-KD y Luc-KD durante el proceso de diferenciacion de
ALIO a ALI14 (Figura R21), aunque las células Jam3-KD presentaron un TEER
ligeramente mas alto en comparacion con las células control. También, se detect6 que
la monocapa de las vias respiratorias durante la expansion en células Jam3 KD
muestran un ligero retraso a la hora de alcanzar la resistencia transepitelial maxima. Las
mediciones de TEER en el dia 2 y 4 durante la expansion fueron significativamente mas

bajas en las células Jam3-KD en comparacién con las células Luc-KD.
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Figura R21: Estudio de la resistencia transepitelial en células control y Jam3-KD. (A) Medida de
resistencia transepitelial (TEER) para probar la permeabilidad de la unién estrecha durante el proceso de

diferenciacion de MTECs Jam3-KD en comparacion con las células Luc-KD.

Ademas, para seguir analizando la permeabilidad del epitelio de las vias
respiratorias en células Jam3-KD, se realizdé una inmunofluorescencia de moléculas de
adhesiéon como E-cadherina o ZO-1. Los resultados no mostraron diferencias
importantes en los cultivos control (Figura R22A) durante la expansién frente a las
células Jam3-KD (Figura R22B).

Todos estos datos sugieren que la integridad epitelial de las células Jam3-KD

epiteliales de las vias respiratorias diferenciadas no se ve gravemente comprometida.
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Figura R22: Marcaje de moléculas de adhesion celular en células control y Jam3 KD. (A) Imagen
confocal en etapa pre-ALI para ZO-1 en rojo (gris en A"""), E-cadherina en verde (gris en A"") y nucleo en
azul (A") en células control. (B) Imagen confocal en etapa pre-ALI para ZO-1 en rojo (gris en B”"), E-
cadherina en verde (gris en B”") y nicleo en azul (B") en células Jam3 KD. Barra de escala en Ay B
representa 30um.

1.6. La expresion de Jam3 disminuye a lo largo de la diferenciacion de las
células epiteliales de las vias respiratorias.

Para conocer como varia Jam3 a lo largo del proceso de diferenciacion en
MTECs, se midié la expresion de Jam3 por PCR cuantitativa desde ALIO a ALI14
(Figuras R23 panel D), asi como la expresion de Jam1 (Figuras R23 panel E) y Jam2
(Figuras R23 panel F) y los marcadores de los tres tipos celulares principales del epitelio
para comprobar que la diferenciacion se produjo correctamente (Figuras R23A-C). En
analisis por PCR cuantitativa para los marcadores de los tipos celulares mostré un alto
nivel de expresion para Krt5 en ALIO, no detectandose expresion para Scgb1a1 o Foxj1.
A medida que el epitelio se fue diferenciando, la expresion de Krt5 disminuyo de forma
drastica mientras que la expresién de Foxj1 y Scgb1a1 aumentd progresivamente de
ALI4 a ALI14. Sin embargo, el andlisis de la expresion de las mdleculas de adhesion
durante la diferenciacion sefialé una expresion elevada de Jam3 en ALIO, mientras que
se produjo un descenso de esta a lo largo de la diferenciacion. Jam1 present6é una
expresion similar a la obtenida con Jam3 (Figura R23E) y Jam2 mostré un aumento de
la expresioén a lo largo del proceso de diferenciacion, obteniendo su maxima expresion
en ALI14 (Figura R23F).
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FIGURA R23: Analisis de la expresion de Jam 3 a lo largo del proceso de diferenciacion. (A—C)
Cuantificacion de la expresion de ARNm de Krt5 (marcador basal, A), FoxJ1 (marcador de células
multiciliadas, B) y expresion de Scgb1a1 (marcador de células secretoras, C) en ALI O, ALI 4, ALI 7 y ALI14.
(D-F) Cuantificacion de la expresién de ARNm de Jam1 (E), Jam2 (F) y Jam3 (D) en ALI O, ALI 4, ALI 7 y
ALI14.n=4.

Para comprobar el patrén de expresion de Jam3 obtenido por PCR cuantitativa,
se realizd una inmunofluorescencia de Jam3 en ALIO (Figura R24), confirmando que
antes del proceso de diferenciacion celular se detectd expresion de Jam3 en las células
basales de la monocapa, localizado principalmente en la membrana plasmatica en los
contactos célula-célula. Este resultado coincidid con los obtenidos por qPCR y las

mediciones de TEER, donde la expresiéon de Jama3 fue alta en ALIO.

A A A
Nucleus Jam 3

Figura R24: Jam3 se expresa en las células basales de la monocapa en ALIO. (A) Inmunofluorescencia
de Jam3 en células basales en ALIO, nucleo en azul (gris en el panel A’) y Jam3 en rojo (gris en el panel

A’). La barra de escala en el panel A representa 20 um.

El cambio de expresion de Jam3 durante la diferenciacion y su presencia en las
células multiciliadas, nos hizo preguntarnos si Jam3 podria estar implicada en la
diferenciacion de células basales a multiciliadas. Para ello, se diferenciaron células
Jam3 KD y Luc KD y se compré la expresién de los marcadores de los tres tipos
celulares principales del epitelio, y se observo que la disminucién de la expresion de
Jam3 no produce cambios significativos en la expresion de Foxj1(Figuras R25 panel A),
Scgb1a1(Figuras R25 panel A") o Krt5 (Figuras R25 panel A""). en comparacion con la
condicién control. Estos datos demostraron que Jam3 no estaba involucrado en el

proceso de diferenciacion de células basales a multiciliadas.

85



A A A
g 25, Foxj1 g 4, Scgbtat g 4, Krt5
o o n.s. a n.s.
g 20 L A — A
c = 3 c 3
2 15 2 2
@ 1. o
8 o 2 8 2
e 10 a S
d 3 3 ;
£ 05 g 2
2 0.0 s s o
! T 0
o o o
© © & © e ©
& L L
Voo VS VS

Figura R25: Estudio de la implicacion de Jam3 en el proceso de diferenciacion. (A-A"") Niveles de

expresion de ARNm de Krt5 (A™"), FoxJ1 (A) y Scgb1a1 (A") en células control y Jam3 KD. n = 4. p valor
se obtiene utilizando t test.

Para confirmar los datos anteriores a nivel de proteinas, se realizaron
inmunofluorescencias de FoxJ1 en células control (Figura R26 panel A) y Jam3-KD
(Figura R26 panel B) a lo largo del proceso de diferenciacién y se cuantificd el nimero
de células positivas para Foxj1 durante la diferenciacion (Figura R26 panel C). La
cuantificacion no mostré diferencias importantes en el numero de células multiciliadas
de ALI7 a ALI17 en células Jam3-KD al compararlas con las células control de ALI7 a
ALI7.
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Figura R26: Cuantificacion de células multiciliadas en células Luc-KD y Jam3-KD a lo largo del
proceso de diferenciacion. (A, B) Imagenes confocales para Foxj1 (verde en los paneles A, B y gris en
los paneles A',B') en células Luc KD (A) o Jam3 KD (B) en ALI14. (C) Cuantificacion relativa de células
positivas para Foxj1 a lo largo del proceso de diferenciacion en células control y Jam3 KD de ALI 4 a ALI

17. La barra de escala en los paneles (A, B) representa 20 ym.

A medida que el epitelio se iba diferenciando, como hemos comentado
anteriormente, Jam3 disminuyé su expresion, sin embargo, en la figura R23 panel F
observamos que la expresion de Jam2 aumenta notablemente a lo largo de la
diferenciacion y se planteo la hipotesis de que Jam2 podria compensar esta disminucion
de la expresion de Jam3. Partiendo de esta premisa, se infectaron MTECs con shRNA
para Jam2 y shRNA para Jam2 (células Jam2-KD) en combinacién con los shRNA de
Jam3(células Jam2-KD/Jam3-KD). Los resultados mostraron que las células Jam2 KD
o Jam2 KD/Jam3 KD no variaron significativamente la expresion de Jam1 (Figura
R27C), pero si disminuyeron la expresion de Jam2 y Jam3 confirmando la correcta
funcionalidad de los shRNA. De forma similar a lo que ocurri6 con las células Jam3-KD

durante la diferenciacion, la disminucién de la expresion de Jam2 o Jam2/Jam3 no
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afecté a la diferenciacién de células basales ya que no se encontraron cambios
significativos en la expresion de Krt5 (Figura R27 panel G), Foxj1 (Figuras R27 panel D)
o Scgb1a1 (Figuras R27 panel F). Por lo tanto, estos resultados sefialaron que ni Jam3
ni Jam2 estaban relacionados con la diferenciacion de células basales a células

multiciliadas a pesar de que su expresion vario a lo largo del proceso de diferenciacion.
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Figura R27: Analisis del efecto de la disminuciéon de expresién de Jam2 y Jam2/Jam3 en la
diferenciacion del epitelio respiratorio. (A-G) Niveles de expresién de ARNm de Jam2 (A), Jam3 (B),
Jam1 (C), Foxj1 (D), Scgb1a1 (F) y Krt5 (G) en MTECs diferenciados para Luc KD, Jam2 KD y Jam2/Jam3

KD. n = 4. p valor se obtiene utilizando t test. * p < 0,05

1.7.  El tratamiento con IL6 en MTECs aumenta la expresion de Jam3, pero no
cambia su localizacién subcelular.

Con los resultados anteriores que mostraron que Jam3 se restringié a células
multiciliadas del epitelio respiratorio in vivo e in vitro y que el numero de células
multiciliadas no varia con la expresion de Jam3, nos planteamos si la expresiéon o la
localizacién de Jam3 podria modularse por o en las células multiciliadas. Para ello, se
trataron MTECs en el proceso de diferenciacion con DAPT, un farmaco que inhibe la
ruta de sefalizacion de Notch (Pardo-Saganta et al., 2015) y se analizé por PCR
cuantitativa la expresion de los marcadores de los tres tipos celulares del epitelio. Los
datos mostraron un aumento de la expresion de Krt5(Figuras R28 panel A) y Foxj1
(Figuras R28 panel B), marcadores de células basales y multiciliadas respectivamente,
no detectandose expresion de Scgb1ail(Figuras R28 panel C), marcador de células
secretoras. Por lo tanto, la inhibicion de Notch alteré la diferenciacion de MTECs
promoviendo la diferenciacion de células multiciliadas y suprimiendo las células
secretoras.

Ademas, se observd un aumento de expresion de Jam3 (Figura R28 panel E) y
Jam1 (Figura R28 panel D) asi como una disminucién de la expresion de Jam2 (Figura
R28 panel F) en las células tratadas con DAPT. Estos datos apoyaron que la expresién
de Jam3 estaba relacionada con células multiciliadas y que la expresién Jam2 podria

estar vinculada con células secretoras.
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Figura R28: Analisis por PCR cuantitativa del efecto del tratamiento con DAPT en el proceso de
diferenciacion en MTECs. (A—F) Niveles de expresién de ARNm de Krt5 (A), Foxj1 (B) y Scgb1a1 (C),
Jam1 (D), Jam3 (E) y Jam2 (F) en MTECs tratadas con DMSO o DAPT durante 14 dias. p valor se obtiene

utilizando t test.

Como se comentod en el apartado 2.1.2 de la Introduccion, la expresion de Jam3
puede ser modulada por la respuesta inflamatoria. La interleuquina-6 (IL6) es una
citoquina proinflamatoria relacionada con el trafico de neutréfilos durante la respuesta
inflamatoria, en el cual también se ha visto implicado Jam3 (McLoughlin et al., 2003). La
ruta de sefializacion de IL6 limita el reclutamiento de neutréfilos, observandose que los
ratones knockout para Jam3 presentaron una acumulacion anémala de neutréfilos en
los pulmones (Imhof et al., 2007; Fielding et al., 2008). Adicionalmente, IL6 puede
modular la cantidad de células multiciliadas en el epitelio de las vias respiratorias
humanas y de ratdn (Tadokoro et al., 2014).

Basandonos en la literatura anterior, se comprobo si la expresion y la localizacion
de Jam3 puede modularse a través de IL6 observando como varian los niveles de
expresion tras el tratamiento con esta citoquina. En la figura R29 panel B, el analisis por
PCR cuantitativa mostré que IL6 aumenta la cantidad de células multiciliadas en ALI14,
presentando una mayor expresion de Foxj1, mientras que los cambios en los niveles de
expresion de Krt5 (Figura R29 panel A) y Scgb1a1(Figura R29 panel C) no fueron
relevantes. Ademas, se encontré que la expresion de Jam3 también aumenta al tratar
las células con IL-6 durante el proceso de diferenciacion (Figuras R29 panel E), al igual
que la expresion de Jam1(Figuras R29 panel D). La expresién de Jam2(Figuras R29

panel F) por el contrario disminuy6 drasticamente.
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Figura R29: Analisis por PCR cuantitativa del efecto del tratamiento con IL6 en el proceso de
diferenciacion. (A-F) Niveles de expresion de ARNm de Krt5 (A), Foxj1 (B) y club (C) Jam1 (D), Jam3 (E)
y Jam2 (F) en MTECs tratadas con DMSO o IL6 durante 14 dias. n = 4. p valor se obtiene utilizando t test.

Para estudiar el cambio de localizacién subcelular de Jam3 en las células
multiciliadas tratadas con IL-6, se realiz6 una inmunofluorescencia para Jam3 y
faloidina, marcando los filamentos de actina de la membrana. Las imagenes de
microscopia confocal no mostraron una localizacion subcelular diferente de Jam3
(Figuras R30 panel B) en las células tratadas con IL6 en comparacion con el control
(Figuras R30 panel A). Con estos datos se demostro que la expresion de Jam3, pero no
su localizacién subcelular, puede regularse por IL6 ya que aumento el numero de células
multiciliadas en el epitelio de las vias respiratorias.
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Figura R30: Inmunofluorescencia para Jam3 en células tratadas con IL-6 (A-B) Imagenes de
microscopia confocal de Jam3 en MTECs tratadas durante 14 dias con DMSO (A) o IL6 (B). La membrana
celular se marca con actina en verde (gris en los paneles A’, B') y Jam3 en rojo (gris en paneles A”, B”).

Barra de escala en paneles (A, B) representa 20 ym.

Por otro lado, en la literatura sefialé que se podia movilizar Jam3 desde los
endosomas hacia la membrana plasmatica en las células endoteliales cuando se
trataban con histamina o VEGF en tiempos cortos de exposicion (Orlova et al., 2006;
Kostelnik et al., 2019). Para comprobar si Jam3 se movilizaba de los endosomas a la
membrana en células multiciliadas se trataron las células con histamina 50uM (Figura
R31 panel B) e histamina 100uM (Figura R31 panel C) durante una hora. Los resultados
mostraron que no habia cambio en la localizacion subcelular de jam3 en ninguna de las
condiciones cuando se comparan con el control (Figuras R31 panel A). Por lo tanto, a

diferencia de las células endoteliales, la histamina no movilizd6 Jam3 desde los
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endosomas hacia la membrana plasmatica.
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Figura R31: Inmunofluorescencia para estudiar la movilizacién de Jam3. en células tratadas con
histamina. (A-C) Imagenes de microscopia confocal de Jam3 y faloidina en MTECs tratadas durante 1 h
con PBS (A) y con histamina 50uM(B) e histamina 100uM(C). Barra de escala en paneles (A-C) representa

20 ym.

Los resultados obtenidos en este capitulo ponen de manifiesto que Jam3 podria ser un
buen gen candidato para el estudio de la biologia del epitelio respiratorio y el proceso
de diferenciacioén celular a células multiciliadas ya que, aunque no esta implicada en la
ruta de diferenciacion de células basales a secretoras y multiciliadas, se encarga de
regular la alineacion de los cuerpos basales de los cilios y el estado de maduracién en
células multiciliadas. También ayudan a determinar el posicionamiento apical en las

células multiciliadas.
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Los estudios de genes candidatos se centran un conjunto de marcadores de un gen o
un grupo de genes que se cree que esta relacionado con un fenotipo determinado.
Debido a su ubicacion genémica o su funcion en la aparicion de este fenotipo lo convierte
en un candidato para estudios adicionales.

Se han realizado estudios iniciales sobre la expresion distal/apical de las
proteinas de union estrecha a lo largo del tracto respiratorio. Por ejemplo, la expresion
de claudinas varia a lo largo del epitelio, y la seccion proximal expresa Cldn- 1, 3, 4, 5,
7,10 y 18-1 y la seccion distal Cldn- 3, 4, 7, 8, 15y 18-1 (Glinzel & Yu, 2013). Cémo
todos esos patrones de localizacion contribuyen a la fisiologia del tracto respiratorio se
requieren analisis detallados de cada una de esas proteinas. Los ratones knockout para
Jam3 mueren en su mayoria debido a una disfuncion respiratoria, sin embargo, la
localizacion y la funcién celular en el epitelio de las vias respiratorias seguia siendo
desconocida. En esta tesis hemos clasificado a Jam3 como una proteina que solo se
expresa en células multiciliadas en el epitelio de las vias respiratorias del ratén sin efecto
sobre la diferenciacion de las células basales, la integridad epitelial o defectos
importantes de los cilios. También se describe que la proteina Jam3 es una proteina
que actua de forma temprana en el establecimiento de monocapa para permitir la
formacion adecuada de uniones estrechas, pero mas adelante, la funcién Jam3 se
restringe a células multiciliadas maduras, encontrandose principalmente en la
membrana apical de los endosomas.

La molécula de adhesion de unién 3 se conoce como una proteina basolateral
en las células epiteliales, sin embargo, en esta tesis situamos a Jam3 en una
localizacion apical en endosomas de clasificacion apical. Anteriormente, Jam3 también
estaba ubicado en otros lugares subcelulares como en los contactos de células
germinales y células de Sertoli, situandose en las placas de union (Gliki et al., 2004;
Cartier-Michaud et al., 2017). En estas placas de unién, Jam3 esta involucrado en el
acrosoma Yy polaridad celular de las células germinales (Gliki et al., 2004; Pellegrini et
al., 2011; Cartier-Michaud et al., 2017). La inesperada localizacién apical en de Jam3
en las células multiciliadas de las vias respiratorias también fue previamente
documentado en el tubulo proximal del rifidon, donde la ausencia de un adaptador de
clatrina especifico, AP1B, resulté tener una localizacién apical en esas células epiteliales
(Schreiner et al., 2010). En células epiteliales del tubulo proximal, el papel de Jam3 en
la membrana apical permanece desconocido. También es cierto que no es la unica
proteina de unién estrecha "fuera de lugar" en la membrana apical del epitelio de una

célula. Anteriormente, se ha identificado que la proteina CAR también estaba localizada
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en la membrana apical en un mecanismo dependiente de AP1B. Pero de nuevo se
desconoce porqué algunas células tienen CAR en su membrana apical (Diaz et al.,
2009; Carvajal-Gonzalez et al., 2012; Gravotta et al., 2012). En esta tesis, encontramos
que una parte de las proteinas Jam3 se ubican intracelularmente en endosomas de
clasificaciéon apical y no en la membrana basolateral o uniones estrechas. Una posible
explicacién es que Jam3 ubicado en los endosomas regule el transporte de ciertas
proteinas de carga que necesitan ser entregadas a la membrana plasmatica apical o
incluso a los cilios. Otra posible funcién podria ser que Jam3 regula la asociacién de
diferentes proteinas a endosomas de clasificacidn apical como GTPasas, RhoD o RhoB,
que pueden regular el citoesqueleto (Fernandez- Borja et al., 2005; Nehru et al., 2013).
Este ultimo escenario parece poco probable ya que no detectamos defectos de actina o
tubulina en células KD para Jam3 en estado estacionario. Serd necesario seguir
trabajando para responder cémo y por qué Jam3 alcanzé esta clasificacion apical
endosoma y también como Jam3 afecta al ensamblaje y la distribucion de los cuerpos
basales actuando desde los endosomas.

Los resultados en la tesis utilizando células Jam3-KD no mostraron un fenotipo
relacionado con la ciliogénesis. No encontramos un cambio en la morfologia, nimero o
frecuencia de batido de los cilios. Sin embargo, si que se encontré un defecto en el
patrén de distribucion de los cuerpos basales de los cilios en ausencia de Jam3,
correlacionandose con un retraso en el ensamblaje/posicionamiento de los cuerpos
basales en las células multiciliadas. Una distribucion adecuada del cuerpo basal en la
membrana apical de las células multiciliadas es la responsable de hacer que los cilios
batan en la misma direccion (Carvajal-Gonzalez et al., 2016a; Adler y Wallingford, 2017;
Roman et al., 2019). Ademas de esto, no encontramos una distribucién polarizada de
Jam3 ni la co-localizacién con un componente central de polaridad celular planar como
es Vangl1. En resumen, en este capitulo hemos llegado a la conclusion de que Jam3 en
células multiciliadas en estado maduro podria ser necesario para la distribucion
adecuada de cuerpos basales en células individuales sin efecto en la coordinacion
planar a lo largo del epitelio. Todos estos datos refuerzan el analisis de genes
candidatos especificos de tipos celulares del epitelio de las vias respiratorias como una
buena estrategia a la hora de caracterizar defectos en el epitelio respiratorio
relacionandolo con un fenotipo determinado asociandose a enfermades del tracto

respiratorio.

94



CONCLUSIONES CAPITULO |

95



96
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- La expresion de la molécula de adhesion de la unidén, Jam3, esta restringida a
los endosomas apicales de las células multiciliadas de las vias respiratorias.

- Jam3 regula la alineacién de los cuerpos basales del cilio y el posicionamiento
en el lado apical de las células multiciliadas.

- Jam3 no esta involucrado en el proceso de diferenciacion de células basales a

multiciliadas.
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RESULTADOS CAPITULO Il

Los modelos de estudio del epitelio respiratorio son una herramienta
fundamental para avanzar en la investigacion de la relacion entre los cambios genéticos
y la aparicion de fenotipos caracteristicos de las enfermedades de las vias respiratorias,
asi como para el estudio de la biologia del epitelio respiratorio. Como se ha mencionado
anteriormente, en nuestro laboratorio se llevdo a cabo el desarrollo de una linea
inmortalizada de células madre basales humanas aisladas de las vias respiratorias, a
través de la expresion de hTERT, que era capaz de formar un epitelio
pseudoestratificado pero que ha perdido la capacidad de diferenciarse a células
secretoras y células multiciliadas.

En el segundo capitulo de esta tesis se realizaron cribados farmacoldgicos en
esta linea celular inmortalizada en busca de factores relacionados con la biologia de
células madre y epigenéticos que promovieran la diferenciacion de este epitelio y
conseguir desarrollar un nuevo modelo experimental para estudiar el epitelio de las vias

respiratorias.

21. Cambios en la morfologia del epitelio de las vias respiratorias producidos

por los farmacos relacionados con la biologia de las células madre.

Selene Diaz Chamorro en su tesis caracterizd la capacidad proliferativa y de
diferenciacion de la linea celular BROC2, que presenté expresion de p63, marcador de
las poblaciones de células basales, Foxj1 y Scgb1a1, marcadores de las poblaciones
de células multiciliadas y secretoras, respectivamente. Pero se encontré que, en los
subcultivos con un numero elevado de pases, esta linea celular perdio la capacidad de
diferenciacion, sin embargo, siguié manteniendo la capacidad proliferativa. Basandonos
en estos resultados, se intentd promover el proceso de diferenciacion del epitelio
utilizando la citoquina IL6, relacionada con el mantenimiento, reparacion y diferenciacion
de las células basales del epitelio de las vias respiratorias (Tadokoro et al., 2014;
Dawson et al., 2021). Los resultados de este experimento mostraron que IL6 aumentaba
la capacidad de pseudoestratificacion del epitelio, pero no promovia la diferenciacién de
células basales en cultivos con pases elevados de la linea celular.

Con todos estos datos, utilizamos una libreria de farmacos relacionados con la
biologia de las células madre (Tocris #734), formado por 120 compuestos implicados en
el estudio la reprogramacion, diferenciacion, proliferacion y sefalizacion de células
madre. Las células de la linea celular se expandieron y sembraron en soportes tipo

transwell, como se detalla en el apartado de materiales y métodos y una vez confluentes,
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el medio de la camara inferior fue sustituido por medio de diferenciacion ALI durante 21
dias. Los farmacos de la libreria y la IL-6 se afiadieron al medio ALI a partir del dia 4 de
diferenciacion, a una concentracién de 1 yM y 10ng/ml respectivamente, momento
desde el cual se monitoriz6 el estado de la monocapa del epitelio mediante microscopia
de contraste de fases hasta finalizar los 21 dias de diferenciacion. A continuacion, se
analizaron por PCR cuantitativa los marcadores de los tres tipos celulares
caracteristicos del epitelio (p63 para células basales, Foxj1 para células multiciliadas y
Scgb1a1 para células secretoras), juntando los ADNc en grupos de 8 muestras para un

estudio mas eficiente (Figura R32).

Human airway epithelial monolayer Cell differentiation Phenotypic screening
(Air-Liquid culture) (Stem cell library) (Image and molecular analyses)
<Vionolayer fitness: @ Cell differentiation:
BROC?2 cell line r Cell death - Cilia beating
Air-Liquid ALl ALI21 - Epithelial barrler.’ - Mucus secretion
. - Monolayer architecture - Expression profile

lgf\z'ozo\/bj )
RNA extraction

P63 + P63 +/p63 Low / p63 - Live cell monitoring Pooled RNA (8 samples)

RT-qPCR (cell type markers)

Figura R32: Esquema grafico del estudio con la libreria de farmacos relacionados con la biologia de
células madre. Representacion esquematica del tratamiento de la linea celular BROC2 con la libreria de
factores relacionados con la biologia de células madre y su analisis del estado de la monocapa y del proceso

de diferenciacion por PCR cuantitativa.

El control diario del estado de la monocapa de la linea celular al tratarse con los
farmacos de la libreria nos mostré un cambio en la morfologia del epitelio con el
tratamiento con determinados farmacos, pero no se observd batido de los cilios ni
secrecion mucosa (Figura R33). Ademas, en el analisis por PCR cuantitativa no hubo
amplificaciéon de Foxj1 ni Scgb1a1. Estos resultados demostraron que el tratamiento con
los farmacos no consiguié diferenciar el epitelio de las vias respiratorias, pero si modifico

la morfologia de la monocapa.
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Figura R33: Efectos del tratamiento con farmacos relacionados con la biologia de células madre en
la estructura y diferenciacion del epitelio respiratorio. Representacion grafica del porcentaje de

compuestos implicados en los procesos celulares de muerte celular, diferenciacion, funcion de barrera
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epitelial y estructura de la monocapa, y de caracteristicas especificas del proceso de diferenciacion como

son el batido ciliar, la secrecidon de moco y la expresion de los marcadores Foxj1 y Scgb1ai.

El tratamiento con la libreria de farmacos produjo cambios en la morfologia del
epitelio de la linea celular BROC2 originando diferentes fenotipos. El seguimiento de las
células tratadas al microscopio mostrd que hubo farmacos diferentes que originaron los
mismos fenotipos. La figura R34 recogio todos los fenotipos observados por microscopia
de contaste de fases y los farmacos que los produjeron. En el fenotipo control, las células
se trataron con DMSO e IL-6 y mostraron la aparicion de cistos, células basales
hiperplasicas del epitelio (Seibold et al., 2013), en la monocapa (Figura R34 panel A).
Los farmacos I-BET 151, CPI203, DBZ y DAPT de la figura R34 panel B produjeron una
pérdida de estos cistos, dandole un aspecto mas regular al epitelio en comparacién con
el control. Mientras que el fenotipo observado en la figura R34 panel C, producido por
los farmacos Chromans1, GSK 429286, Forskolin y AT7867, mostré una gran cantidad
de cistos en el epitelio, observados también en el control. Por otro lado, la formacién de
sobrecrecimientos celulares en el epitelio determiné el ultimo fenotipo observado en el

experimento (Figura R34 panel D), inducido por los compuestos AM580 y CD437.

A DMSO B I-BET 151 CPI 203 DBZ DAPT

ALI21

Figura R34 | Los compuestos de la libreria de factores de células madre alteraban la morfologia de
la monocapa, produciendo diferentes fenotipos. (A, B,C,D) Imagenes de microscopia de contraste de
fase de la linea celular en el dia 21 de diferenciacion y dia 11 (D) donde se observan el control experimental
(A) y los farmacos que producen el fenotipo de regularizacion del epitelio (B), formacion de cistos (C) y el

sobrecrecimiento celular (D, D).

Estos cambios en la estructura del epitelio de las células tratadas con los
farmacos de la libreria se confirmaron mediante una tincién con faloidina (en lila),
marcando los filamentos de actina del citoesqueleto, y con DAPI (en amarillo) para

marcar los nucleos en ALI21. Los resultados obtenidos en las imagenes de microscopia
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confocal fueron similares a los de microscopia de contraste de fases, mostrando un
epitelio mas regular (Figura R35 panel A") en comparacion con el control (Figura R35
panel A), la formacion de cistos (Figura R35 panel A™") y el sobrecrecimiento celular
(Figura R35 panel A"") causados por los farmacos. En las imagenes de microscopia
confocal de la figura R35B-B""" se observaron los planos Z de las monocapas de los
diferentes fenotipos, destacando una pérdida importante de la estratificacion de las
células del epitelio respiratorio tratados con CP1203 (Figura R35 panel B").

A’ A~ A~
Control Flat (CPI203) Cyst (Chromans 1) Overgrowth (CD437)
i R B IYL X -

ok B

Z axis

X axis Single plane B Single p/aneB” Single plane B Maximal projection

Figura R35. Analisis de la estructura de la monocapa de los diferentes fenotipos en la linea celular
BROC2. Imagenes de microscopia confocal para faloidina en lila y nucleos en amarillo en el modelo
experimental de estudio a dia 21 de diferenciacion en células control (A, B) tratadas con DMSO, con pérdida
de estratificacion del epitelio (A", B"), formacion de cistos (A™", B"") y sobrecrecimiento celular (A”"", B""").

Las figuras B-B"~"~ muestran el plano ortogonal del epitelio reparatorio.

En el siguiente paso identificamos los farmacos que dieron lugar a cada
fenotipo y se analizd la ruta molecular en la que estaban implicados. En la figura R36 se
observé que los compuestos que formaban un fenotipo similar estaban implicados en la
misma ruta bioquimica, por lo que se agruparon basandonos en esta caracteristica. El
sobrecrecimiento celular en la monocapa fue originado por farmacos analogos a acido
retinoico (AM580, CD437 y EC23) que actuan como agonistas del receptor de acido
retinoico (RAR), implicados en la diferenciacion de las células madre pluripotentes
inducidas por el ser humano en mesodermo intermedio (Araoka et al., 2014), la
reprogramacion de células somaticas a células madre pluripotentes inducidas (Wang et
al., 2011) y la inhibicion de la proliferacion de células tumorales y las vias de sefializacion
de supervivencia, induciendo apoptosis (Lu et al., 2010). Ademas, este fenotipo aparecio
también con el tratamiento con PD173074, un inhibidor de los receptores del factor de
crecimiento fibroblastico 1,2 y 3 (FGF-R 1,2 y 3) implicado en el bloqueo de la
diferenciacién neuronal de las células madre embrionarias de ratéon (Stavridis et

al.2007), en la supresion de la diferenciacién de células madre embrionarias de raton,
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manteniendo el estado indiferenciado (Kunath et al., 2007; Ying et al. 2008) y
promoviendo la diferenciacion de las células madre embrionarias humanas (Hanna et
al. 2010).

Por otro lado, los farmacos que originaron la aparicion de los cistos actuan en
su mayoria inhibiendo la Rho quinasa (SR3677, Chromans1 y GSK429286),
promoviendo la supervivencia y diferenciacion de las células madre pluripotenciales
(Chen et al., 2021). De igual forma, los compuestos implicados en la ruta de AMP/AKT
Forskolin, que aumenta los niveles de AMPc, y AT7867, que inhibe PKA, también dieron
lugar a este fenotipo. Forskolin se relacion6 con diferenciacion neuronal en las células
progenitoras neurales del hipocampo de rata (Hsieh et al., 2004), mientras que AT7867
se vio implicado en la proliferacion de células progenitoras pancreaticas derivadas de
iPSC y en la supresion de la proliferacion de multiples lineas celulares de cancer
humano, incluido el de mama (Grimshaw et al., 2010)

Los farmacos que provocaron una pérdida de estratificacion del epitelio se
enmarcaron en los compuestos inhibidores de los dominios proteicos bromodominios (I-
BET 151 y CPI203) y de la ruta Notch (DAPT y DBZ). También produjeron este fenotipo
el inhibidor de la histona deacetilasa SAHA. Los compuestos inhibidores de proteinas
con bromodominios, I-BET 151 y CPI1203, impidieron la lectura de la lisina acetilada del
extremo N-terminal bloqueando el reordenamiento de la cromatina (Dawson et al.,
2011). Los inhibidores de la ruta de Notch promueven diferenciacién hacia células
multiciliadas en el epitelio respiratorio, bloqueando la diferenciacién hacia células

secretoras (Rock et al. 2009).

Phenotype Summary

Overgrowth Dome absence Dome

RETINOIC ACIDS analogs BROMODOMAINS inhibitor ROCK inhibitor
AM 580 I-BET 151 dihydrochoride SR 3677 dihydrochloride

CD 437 CPI 203 GSK429286

EC23 g y Chromans 1

FGFR-1, -2, and -3 inhibii NOTCH

PD 173074 DAPT AMP / PKA /AKT
DBZ Forskolin
HDACS inhibitor AT 7867

SAHA P18INK inhibitor

NSC 23005 sodium

JAK1,2,3 inhibitor
Pyridone 6

Figura R36: Tabla resumen de los compuestos que dan lugar a los distintos fenotipos en el modelo
experimental. En cada grupo se especifican los farmacos de la libreria que forman cada fenotipo en

particular, y la ruta molecular en la que estan implicada su accién.

Estos resultados nos sugirieron que, aunque la libreria de farmacos no
consiguio diferenciar el epitelio de la linea celular BROC2, si que produjo cambios en la

morfologia de este.
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2.2. El farmaco I-BET 151 es capaz de revertir los fenotipos producidos por
AMS580, sobrecrecimientos celulares, y Chromans1, cistos.

Tras los resultados obtenidos del set de farmacos anteriores, se comprob¢ el
estado de la monocapa utilizando uno de los compuestos que originaba cada fenotipo y
distinguir cual de los tres prevalecia sobre el resto. Para ello se sembraron las células
de la linea celular BROC2 en los soportes tipo transwells y cuando alcanzaron la
confluencia adecuada se pasaron a medio de diferenciacion ALIl. Reproduciendo las
condiciones del experimento del apartado 2.1, en el dia 4 de diferenciacion se trataron
las células con los farmacos seleccionados de la libreria (AM580, I-BET 151 y
Chromans1 junto con IL6) hasta que se observaron los fenotipos producidos por cada
compuesto sobre el dia 9 de diferenciacion. A partir de ese momento, a las células
tratadas con AM580 y Chromans1 también se les afiadié IBET 151, para comprobar si
los cistos y los sobrecrecimientos celulares desaparecian.

En la figura R37, mediante microscopia de contraste de fases observamos el
cambio de morfologia en la monocapa en ALI9 al afadir AM580 e IBET-151 por
separado en comparacion con DMSO, apareciendo el sobrecrecimiento celular y la
pérdida de estratificacion, respectivamente. Al afiadir ambos inhibidores a la vez en
ALI10, se percibié que los sobrecrecimientos celulares fueron desapareciendo, mientras
que las células tratadas unicamente con AM580 conservaron su fenotipo.

ALI7 ALI9 ~ALIMO

B Y

_ALIS ALl 11

R

AMS580 +

AM580 + | BET 15

I-BET 151 -

Figura R37: El efecto de I-BET 151 revierte el fenotipo de sobrecrecimiento celular originado por
AMS580. Imagenes de microscopia de contraste de fase de las células tratadas a lo largo de la diferenciacion
con AM580 e I-BET 151 y a partir de ALI10, las imagenes corresponden al tratamiento conjunto con ambos

compuestos.

Para confirmar estos datos, se cuantific6 el nUmero de sobrecrecimientos
celulares que aparecieron a lo largo de la diferenciacion de la linea celular cuando se
tratdo con AM580 e IBET-151 por separado, y cuando se traté con ambos compuestos a
la vez en ALI10. La grafica R38 mostré que en las células tratadas con AM580 iba

aumentando el numero de agregados celulares durante la diferenciacion, hasta que en
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ALI10 las células se trataron también con IBET151, observandose una reduccion

drastica del numero de sobrecrecimientos celulares en la monocapa.

3007 -« DMSO
2504 ~* AMS580
= AM580+IBET151

Number of overgrowth foci
in 6.5mm transwells

0123 45678910
Days in ALI culture

Figura R38. Cuantificacion de los sobrecrecimientos celulares en células tratadas con con IBET-151

y AM580. Cuantificacién del nimero de sobrecrecimientos celulares en las células tratadas con DMSO,

AMS580 y con AM580 e I-BET 151 a lo largo del proceso de diferenciacion.

Una vez comprobado que I-BET 151 revirtié el fenotipo producido por el

farmaco AM580, quisimos comprobar si ocurria lo mismo con los cistos que aparecen

en la monocapa al tratar las células de la linea BROC2 con el compuesto Chromans1.

Reproduciendo las condiciones del experimento anterior, la figura R39 mostré que los

cistos aparecieron en el dia 5 del proceso de diferenciacién del epitelio, y al igual que la

reversion del fenotipo en los resultados anteriores, el fenotipo de los cistos en las células

tratadas con Chromans1 e I-BET 151, fue desapareciendo, aunque mas lentamente.

- ALI7 ALI9 ALl 14
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Figura R39: I-BET 151 revierte la formacion de cistos. Imagenes de microscopia de contraste de fase

de las células tratadas a lo largo de la diferenciacion con Chromans1 e I-BET 151 y a partir de ALI14, las

imagenes corresponden también al tratamiento conjunto con ambos compuestos desde ALI9.
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2.3. Cambios en la morfologia del epitelio de las vias respiratorias producidos
por los farmacos de la libreria epigenética.

Los farmacos inhibidores de bromodominios como I-BET 151 alteraron la morfologia del
epitelio, causando una pérdida de estratificacion de este y revirtiendo el resto de los
fenotipos obtenidos en la linea BROC2 al utilizar la libreria de farmacos relacionados
con la biologia de las células madre. Estos cambios en el comportamiento de las células
basales pudieron producirse por modificaciones epigenéticas en sus programas
transcripcionales y reguladores, afectando por tanto a la proliferacion y diferenciaciéon
celular (Rock et al. 2010).

Para demostrar nuestra hipotesis, se utilizé un segundo set (Tocris #7578) de
160 compuestos epigenéticos, en los que se encontraron moduladores
transcripcionales, que modificaban la actividad de los factores de transcripcion
influyendo en la expresién de sus genes diana (Li et al., 2014); “escritores” epigenéticos
o writers que introducen modificaciones quimicas en el ADN y las histonas; lectores
epigenéticos o readers, que contenia proteinas que identifican e interpretan dichas
modificaciones, donde se encuentran las proteinas con bromodominios; y los
borradores epigenéticos o erasers, un grupo de enzimas encargadas de la eliminacion
de las modificaciones quimicas (Biswal et al., 2018).

El cultivo y la diferenciacion de la linea celular BROC2 se realizé de la misma
forma que el experimento descrito en el apartado 2.1 de resultados. En el dia 4 de
diferenciacion se afiadieron los compuestos de la libreria epigenética junto con IL-6, a
una concentracion de 1 yM y 10 ng/ml, respectivamente. El estado de la monocapa del
epitelio se monitorizd, mediante microscopia de contraste de fases, durante toda la
diferenciacion desde ALI4 a ALI21 y se analizé la morfologia del epitelio mediante la

tincion con faloidina y DAPI.
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Figura R40: Analisis del estado de la monocapa tras el tratamiento con los compuestos de la libreria
de factores epigenéticos. (A) Cuantificacion de farmacos epigenéticos que alteran la morfologia del
epitelio. (B) Resumen de los compuestos de la libreria de factores epigenético que produce una pérdida de
la estratificacion de la monocapa. (C) Imagenes de microscopia de contrate y confocal (faloidina en lila 'y
nucleos en amarillo) en ALI21 de la linea celular BROC2 del estado de la monocapa con los compuestos

inhibidores de las proteinas con bromodominios.

La figura R40 panel A sefialo que, de los 160 farmacos de factores epigenéticos,
aquellos que mostraron un aspecto mas regular del epitelio fueron compuestos lectores
epigenéticos en su mayoria, aunque también habia escritores epigenéticos y
moduladores transcripcionales. La formacion de cistos y de agregados celulares fueron
originados principalmente por escritores epigenéticos, y en menor medida por
moduladores transcripcionales. A continuacion, detallamos los farmacos que dieron
lugar a cada fenotipo, encontrando que los compuestos que daban lugar a un epitelio
mas plano eran en su mayoria lectores epigenéticos (figura R40B), mas especificamente
inhibidores de proteinas con bromodominios y en particular a la familia de proteinas con
bromodominios BET, apoyando la hipoétesis de que las proteinas con bromodominios
eran requeridas para la estratificacion del epitelio de las vias respiratorias.

Las proteinas con bromodominios BET (Bromodomain and Extra Terminal
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domain) constituyen una familia formada por cuatro miembros: Brd2, Brd3, Brd4 y Brdt.
Brd2, Brd3 y Brd4 se expresaron de forma ubicua, mientras que la expresion de Brdt se
encontro restringida a la linea germinal masculina (Shang et al., 2004). Su estructura
esta muy conservada entre los distintos miembros y estaban formados (de N-terminal a
C-terminal) por dos bromodominios en tdndem, un motivo B y un dominio extraterminal
(ET) que la diferenciaba de otros grupos de proteinas con bromodominios. Los
bromodominios BD1 y BD2 eran capaces de reconocer residuos de lisinas acetiladas
tanto en histonas como en otras proteinas (Gamsjaeger et al., 2011; Huang et al., 2009),
aunque se unian principalmente a la histona H4 (Kanno et al., 2004). EI motivo B era
esencial para la homo y heterodimerizacion de la proteina, estabilizando asf su unién a
la cromatina y facilitando su asociacion a los cromosomas durante la mitosis (Garcia-
Gutiérrez et al., 2012). El dominio ET, formado a su vez por el dominio NET (N- terminal
Extra Terminal) y el motivo SEED, rico en residuos de serina, glutamico y aspartico
(Florence & Faller, 2001), es el principal responsable de la interaccion con otras

proteinas (Rahman et al., 2011).

BRD2 [ [BD1] [BD2] [ET ] | 801aa

BRD3 | [BD1| [BD2] PETN  |726aa

BRD4 | |[BD1| [BD2] [ET | [CTM 1362 aa
BRDT | [BD1] [BD2] LET | CTM] 960 aa

Figura R41: Estructura de la familia de proteinas BET. La estructura de las proteinas BET consta de
dos bromodominios en tandem BD1 y BD2 (lila y amarillo, respectivamente), la region correspondiente al
motivo B (verde) y el dominio ET (azul), En BRD4 y BRDT se encuentra la regiéon CTM (dominio C-terminal,
marrén). Los nimeros indican la longitud en aminoacidos (aa) de las proteinas humanas. Imagen creada

con BioRender.com.

El fenotipo producido por los farmacos inhibidores de las proteinas con
bromodominios, I-BET 151, CPI203, OTX015 y +(-)JQ1, se observé en la figura R40
panel C, tanto por microscopia de contraste de fases como por microscopia confocal
(faloidina en lila y nucleos en amarillo). Estas imagenes sefalaron un aspecto mas
regular del epitelio de la linea celular BROC2 al tratarse con estos farmacos. Las células
tratadas con —(-JQ1) no sufrieron cambios morfolégicos en la monocapa, ya que —(-)JQ1
es un enantiomero del compuesto +(-) JQ1 y no tiene afinidad para inhibir las proteinas
con bromodominios, constituyendo por tanto un control negativo para +(-)JQ1. debido
a que son el control negativo para +(-)JQ1. Las células tratadas con iBET-BD2, inhibidor
del dominio BD2 de las proteinas con bromodominio, no mostraron tampoco cambios

en la morfologia del epitelio, lo que nos sugirié que el dominio BD1 de las proteinas con
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bromodominios estaba implicado en el correcto desarrollo de la morfologia del epitelio

respiratorio.

2.4. Las proteinas con bromodominios regulan el proceso de diferenciacion
del epitelio de las vias respiratorias.

Con todos los datos obtenidos anteriormente de que las proteinas con bromodominios

estaban implicadas en la estratificacion del epitelio respiratorio, surgio la pregunta de

como podrian los farmacos inhibidores de proteinas con bromodominios afectar al

proceso de diferenciacion.

Primary cell culture ) o
Cell differentiation

(Chemical screening Hits)
Air-Liquid ALI2 ALI14

Eo\ e Vo\(oj

MTECs

Figura R42: Esquema grafico del experimento para estudiar el efecto de farmacos en la
diferenciacion celular en MTECs. Representacion del tratamiento células epiteliales de las vias
respiratorias de ratdn con los farmacos que produjeron fenotipos en el cribado de factores de células madre

y epigenéticos.

Para ello, se cultivaron y diferenciaron MTECS vy se trataron con los farmacos
que alteraban el estado de la monocapa, seleccionando dos compuestos por cada
fenotipo, a partir del dia 2 de diferenciacién y se mantuvieron hasta ALI14 (figura R42).
Se comprobé la permeabilidad a los iones de la monocapa midiendo la resistencia
transepitelial a dia 4,7 y 14 de diferenciacion de las células control (tratadas con DMSO)
y las células tratadas con los diferentes farmacos (Figura R43). Los resultados obtenidos
muestran valores de TEER similares en los diferentes tratamientos durante el proceso
de diferenciacién, aunque en ALI7, las células tratadas con los farmacos analogos de
acido retinoico (en negro) y los inhibidores de ROCK (en azul) mostraron valores de
TEER mas bajos que las células control (en amarillo), mostrando una disminucion en la
integridad de la monocapa. Por el contrario, las células tratadas con los compuestos
inhibidores de las proteinas con bromodominios (en rosa) presentaron un mayor valor
de TEER en comparacion con las células tratadas con DMSO, observandose por tanto
un aumento de la integridad de la monocapa y la unién entre células.

3.0q
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2 20 1 «+ CD437
<
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Figura R43: Analisis de la permeabilidad de la monocapa al tratarse con los farmacos analogos de
acido retinoico, inhibidores de ROCK e inhibidores de las proteinas con bromodominio. Se uso6 la
medida de resistencia transepitelial (TEER) para probar la permeabilidad de la monocapa cuando las células
se tratan con los farmacos en comparacion con el control. En amarillo se indican las células control, en
negro las células tratadas con analogos de &acido retinoico, en rosa las tratadas con inhibidores de
bromodominios y en azul las células tratadas con inhibidores de ROCK.

A continuacion, se analizo el estado de la monocapa y la estructura de los cilios
de las células tratadas con los distintos farmacos en ALI14 mediante microscopia
electronica de barrido (Figura R44 panel A). Los resultados mostraron que las células
tratadas con los farmacos inhibidores de Rock y analogos de acido retinoico no
mostraron cambios significativos en la estructura del epitelio ni de los cilios. Sin
embargo, se observé que las células tratadas con +(-)JQ1 e I-BET 151 no mostraron
cilios o los que aparecieron tenian alterada la estructura de estos, afectando por tanto a

la diferenciacion de las células multiciliadas del epitelio respiratorio.
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Figura R44: Las proteinas con bromodominios estan implicadas en el proceso de diferenciacion. (A)

Imagenes de microscopia electronica de barrido del control y de los tratamientos con los farmacos analogos
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de acido retinoico, inhibidores de ROCK e inhibidores de bromodominios en MTECs diferenciadas durante
14 dias. (B) Cuantificacion de la expresion de ARNm de Krt5 y Trp63 (marcadores basales), FoxJ1 e [ft81
(marcadores de células multiciliadas) y expresion de Scgb1a1y Scgb3a2 (marcadores de células secretoras
en ALI14. (C) Imagenes de inmunofluorescencia para p63, Foxj1 y Scgb1a1 en MTECs control y tratadas

con +(-) JQ1, un inhibidor de proteina con bromodominios. Las normalizaciones se hicieron, en todos

los casos, relativas al cultivo control. *p <0,05; ** p <0,01; ***p<0,001

Ademas, se analizé mediante PCR cuantitativa la expresion de los marcadores
de diferenciacién de cada tipo celular en las células tratadas con los farmacos
seleccionados (Figura R44 panel B). La expresion de p63 y Krt5, marcadores de células
basales, no mostro diferencias significativas en las células tratadas con los farmacos de
acido retinoico e inhibidores de ROCK al compararse con el control, a diferencia de las
células tratadas con +(-) JQ1 e I-BET 151, que en el caso de Krt5 mostré un aumento
significativo de su expresion, mientras que el aumento de la expresion de p63 no fue
significativo.

En cuanto a la expresion de los marcadores de células multiciliadas, Foxj1 e

Ift81, las células tratadas con los farmacos analogos de acido retinoico e inhibidores de
ROCK no sefialaron cambios significativos en la expresion de estos marcadores al
compararlas con las células control. Sin embargo, los farmacos inhibidores de las
proteinas con bromodominios provocaron una disminucion significativa de la expresion
de Ift81 y en mayor medida de la expresion de Foxj1, viéndose perjudicado el proceso
de diferenciacion.
La expresion de Scgb1a1 y Scgb3a2, marcadores de células secretoras, no mostro
cambios importantes en las células tratadas con los analogos de retinoico AM580,
CD437 y los compuestos Chromans1 y SR3677, pero si disminuy6 significativamente al
tratarse con los farmacos inhibidores de las proteinas con bromodominios. Estos
resultados demostraron y apoyaron la hipotesis de que las proteinas con bromodominios
BET estaban implicadas o participaron en la regulacion del proceso de diferenciacion.

Estos datos se confirmaron mediante la realizacién de una inmunofluorescencia
de células tratadas con +(-) JQ1 de las tres poblaciones celulares principales del epitelio
(Figura R44 panel C), no apareciendo cambios significativos en el marcaje de p63. Sin
embargo, la inmunofluorescencia para Foxj1 y Scgb1a1 mostrdé una disminucion muy
drastica del marcaje en las células tratadas con el inhibidor en comparacién con el
control,

Por lo tanto, se concluyd que las proteinas con bromodominios estan implicadas en el
proceso de diferenciacién celular del epitelio respiratorio, ya que los compuestos que
los inhiben disminuyen significativamente el numero de células multiciliadas y secretoras

durante la diferenciacion.
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2.5. Las proteinas con bromodominios actiian en los primeros dias del inicio
del proceso de diferenciacion.

Los resultados obtenidos anteriormente expusieron que las proteinas con
bromodominios estaban implicados en el proceso de diferenciacién, por o que nos
planteamos cual era el marco minimo de actuacién de los inhibidores de los
bromodominios para bloquear la diferenciacion, es decir, en qué dias era importante la
actuacion de estos bromodominios. Las MTECs se trataron con +(-)JQ1 desde ALI2
durante varios dias en la diferenciacién (Figura R45 panel A), el primer pulso con el
inhibidor se aplico de ALI 2 a ALI4, el segundo de ALI4 a ALIG y el tercer pulso, de ALI2
a ALI6.

Se comprobé la permeabilidad a los iones de la monocapa midiendo la resistencia
transepitelial en los pulsos de tratamiento ALl a ALI4 y de ALI2 a ALI6, y se obtuvieron
valores de TEER similares en los diferentes tiempos de tratamiento durante el proceso
de diferenciacion, aunque en ALI7, las células tratadas con el farmaco de ALI2 a ALI6
mostro un valor de TEER mas alto, indicando un aumento en la integridad de la
monocapa durante este periodo (Figura R45 panel B).

El efecto de estos pulsos en MTECs se analizé mediante PCR cuantitativa de los
principales marcadores de poblaciones celulares (Figura R45 panel C). Los marcadores
de células basales, Krt5 y p63, aumentaron su expresion de forma significativa al tratar
las células con el inhibidor de ALI2 a ALI4, mientras que en el resto de los pulsos la
expresion no cambid significativamente. En la expresion de marcadores de células
multiciliadas, Foxj1 e Ift81, se observd una disminucion significativa cuando las células
se tratan con +(-)JQ1 a pulsos de tiempo largos, de ALI2 a ALI6, mientras que en los
otros marcos temporales la expresion no varié. mostrando un mayor impacto en el
bloqueo de la diferenciacién cuando el inhibidor se aplicada al inicio de la diferenciacion
durante un periodo mas largo de tiempo, produciéndose una disminucion significativa
tanto de las células secretoras como ciliadas. De la misma forma, los marcadores de
células secretoras, Scgb1al y Scgb3a2, disminuyeron su expresion de forma
significativa cuando se tratan MTECs con el farmaco de ALI2 a ALI6, aunque también
se observé una disminucion de la expresion de este marcador cuando se aplicé de ALI4
a ALI6.

Por lo tanto, estos resultados nos sugirieron que las proteinas con bromodominios eran
relevantes en las etapas iniciales de la diferenciacion, ya que en las células tratadas con
el farmaco inhibidor el efecto era mas acusado durante un marco temporal extendido y

al inicio de la diferenciacion.
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Figura R45. Estudio del marco temporal de actuacién de los farmacos inhibidores de
bromodominios. (A) Esquema grafico del experimento para estudiar el tiempo de actuacién de los
farmacos en la diferenciacion celular en MTECs. (B) Resistencia transepitelial (TEER) de las células
tratadas con JQ1 de ALI2 a ALI4 (cuadrado rosa) y de ALI2 a ALI6 (triangulo rosa) comparado con células
tratadas con DMSO (amairillo). (C) Cuantificacion de la expresion de ARNm de Krt5 y Trp63 (marcadores
basales), FoxJ1 e Ift81 (marcadores de células multiciliadas) y expresion de Scgb1al y Scgb3a2
(marcadores de células secretoras en los diferentes pulsos temporales. Las normalizaciones se hicieron,

en todos los casos, relativas al cultivo control. *p <0,05; ** p <0,01; ***p<0,001

2.6. BRD3 y BRD4 son las proteinas con bromodominios relevantes en el
proceso de diferenciacion del epitelio de las vias respiratorias.
Conociendo que las proteinas con bromodominios eran necesarias en el proceso
de diferenciacion en el epitelio de las vias respiratorias, nos surgié la siguiente pregunta:
¢, Qué proteina con bromodominios era la mas relevante durante este proceso? Con el
fin de estudiar el papel de los BRD en la diferenciacion de las células que formaban el
epitelio de las vias respiratorias, se silencio la expresion de estas proteinas en cultivos
primarios indiferenciados. Mediante transduccion lentiviral, se generaron cultivos que
contenian secuencias de ARN de interferencia (shRNA) para BRD2 (BRD2-KD),
BRD3(BRD3-KD) y BRD4 (BRD4-KD), utilizandose como control el ARN de interferencia
frente a la proteina Luciferasa (shLuc). Se emplearon tres secuencias distintas para el
silenciamiento de cada BRD, infectandose de forma combinada para maximizar el efecto
del knockdown. Los shRNA para BRD2, BRD3 y BRD4 fueron cedidos por Miguel
Fidalgo. La disminucion de la expresion de BRD2, BRD3 y BRD4 se confirmd a nivel de
ARN mediante PCR cuantitativa en células MTECs diferenciadas durante 14 dias,
consiguiendo un silenciamiento de la expresion de alrededor de un 50% (Figura R47
panel A). A continuacion, se comprobd mediante PCR cuantitativa de los marcadores

de los principales tipos celulares del epitelio si la disminucién de la expresion de los BRD
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afecté a la diferenciacion de células basales a multiciliadas y secretoras. (Figura R46
panel B-D).

La expresion de los marcadores de células basales, p63 y Krt5, no se vio
afectada en las células BRD2-KD ni BRD4-KD, pero si disminuy6 de forma significativa
en las células BRD3-KD, de forma mas drastica en Krt5, en comparacion con el control.
Sin embargo, observamos que las células BRD4-KD si disminuyen contundentemente
la expresion tanto de los marcadores de células ciliadas como secretoras.

Por otro lado, las células BRD3-KD mostraron un aumento significativo de la
expresion de Foxj1 e Ift81, pero disminuyendo drasticamente la expresion de los
marcadores de células secretoras. Las células BRD2-KD no cambiaron la expresion de

forma significativa de los marcadores de células secretoras y ciliadas.
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Figura R46: Analisis del efecto del silenciamiento de las proteinas con bromodominios en la
diferenciacion. (A)Niveles de expresion de ARNm de BRD2, BRD3 y BRD4 en MTECs diferenciadas
infectadas con virus control (Luc KD) o BRD-shRNA. (B-D) Cuantificacion de la expresion de ARNm de Krt5
y p63 (marcadores basales, B), Ift81 y Foxj1(marcadores de células multiciliadas, C) y expresién de
Scgb1a1y Scgb3a2 (marcadores de células secretoras, D). (E-G) Imagenes de microscopia confocal para
p63, Foxj1y Scgb1a1 en células control y BRD-KD. Faloidina y DAPI en amarillo. P63, Foxj1 y Scgb1a1l en
lila, en gris a la derecha de las imagenes compuestas. Las normalizaciones se hicieron, en todos los
casos, relativas al cultivo control. *p <0,05; ** p <0,01; ***p<0,001

Estos resultados se confirmaron mediante la realizacion de una inmunofluorescencia de

p63, Foxj1 y Scgb1al para los distintos knockdown de BRD. Las imagenes de

119



microscopia confocal de la Figura R46 panel F no mostro diferencias en el nimero de
células marcadas para p63 al comparar los knockdown de los BRD con el control. La
inmunofluorescencia para Foxj1 mostré un aumento de células multiciliadas en las
células BRD3-KD en comparacion con el control, y una disminucion significativa en las
células BRD4-KD (Figura R46 panel G). De la misma forma, no se observé marcaje de
Scgb1a1 en células BRD3-KD y BRD4-KD comparadas con el control (Figura R46 panel
H). disminucion en el numero de células ciliadas y secretoras en las células BRD4-KD
comparado con el control. Estos datos sugirieron que las proteinas con bromodominios
BET BRD3 y BRD4 eran las mas relevantes en el proceso de diferenciacion.

Los resultados obtenidos de las células BRD3-KD mostraron similitudes con el
funcionamiento de la ruta de Notch cuando se trataron las células con DAPT,
aumentando la poblacidon de células multiciliadas y suprimiendo la expresién de las
células secretoras, sugiriendo que las proteinas con bromodominios y la ruta Notch
podrian estar relacionadas. Para apoyar esta hipétesis, en la libreria de farmacos
relacionados con la biologia de células madre se observé la presencia de compuestos
que inhibian la ruta de Notch, DAPT y DBZ, y que produjeron el mismo fenotipo que los
farmacos inhibidores de las proteinas con bormodominios. Por lo que, para comprobar
si estas proteinas con bromodominios, y mas especificamente BRD3, regulé la ruta de
Notch, se analiz6 mediante PCR cuantitativa la expresion de los ligandos de Notch,
Jag1, Jag2, DII-1, Notch1 y Notch2. Los resultados de este analisis mostraron una
disminucion de todos los ligandos de la ruta de Notch (Dll-1, Jag1, Jag2, Notch1 y
Notch2) en las células BRD3-KD en comparacion con el control, siendo significativa la
disminucion de la expresion de Jag2 y DII-1. Estos datos senalaron una posible
interaccion de la ruta de Notch y las proteinas con bromodominios, en especial BRD3,

en la regulacion del proceso de diferenciacion.
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Figura R47: Estudio de la expresion de los ligandos de la ruta Notch en células BRD3-KD. Niveles de

expresion de ARNm de DII-1, Jag1, Jag2, Notch1 y Notch2 en MTECs diferenciadas control (Luc KD) o
BRD3-KD.

Los resultados obtenidos de este capitulo sugieren que nuestro modelo experimental, la
linea inmortalizada BROC2, podria servir de modelo de estudio de la biologia del epitelio
de las vias respiratorias, ya que permite analizar cambios morfoldgicos en la monocapa
de este epitelio, asi como la estructura de esta.

También se demostrd la implicacion de las proteinas con bromodominios BET en el
proceso de diferenciacion, en especial de BRD3, clave en el conocimiento de las rutas
que regulan este proceso.
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DISCUSION CAPITULO Il
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DISCUSION CAPITULO II

A pesar de un eficaz sistema de defensa, el epitelio de las vias respiratorias se
ve frecuentemente lesionado por contaminantes, microorganismos y virus inhalados. La
respuesta de este epitelio incluye una sucesién de eventos celulares entre los que
destaca la pérdida de integridad y diferenciacion del epitelio, por lo que las células
epiteliales tienen que regenerarse para restablecer sus funciones, siendo capaces de
desdiferenciarse, extenderse y migrar sobre la membrana basal y rediferenciarse
progresivamente para reconstituir un epitelio respiratorio funcional (Coraux et al., 2005).

Para estudiar de forma mas especifica la biologia del epitelio de las vias
respiratorias, asi como los mecanismos implicados en la regeneracion de este epitelio y
la caracterizaciéon de las células madre epiteliales, se utilizan modelos experimentales
de estudio del epitelio respiratorio, como son cultivos in vitro, lineas inmortalizadas,
organoides y modelos animales entre otros, descritos en la literatura (de Jong et al.,
1994; Yu et al., 2007; Blume & Davies., 2013; Seok et al., 2013)

El uso de lineas celulares inmortalizadas tiene la ventaja de prevenir la
senescencia gracias a la expresion inducida de la telomerasa humana como (Ramirez
et al., 2004) y la posibilidad de cultivar las células sin perder la capacidad de
diferenciacion. El desarrolld de la linea inmortalizada BROC2 en el laboratorio
contribuy6 a la investigacion de la biologia del epitelio respiratorio, estableciéndose
como un modelo para el estudio del proceso de diferenciacion de células basales hacia
células multiciliadas y secretoras. El problema aparecié cuando esta linea va perdiendo
su capacidad de diferenciacion a medida que aumenta el numero de pases celulares.
Para logar establecer esta linea inmortalizada como modelo de estudio del epitelio
respiratorio se intentd promover la diferenciacion de células basales mediante una
libreria de compuestos farmacoldgicos de factores asociados a células madre y
epigenéticos. Los datos aportados por esta tesis muestran que el tratamiento de las
células con la libreria de farmacos no consiguié diferenciar el epitelio, pero la monocapa
si cambié su morfologia, apareciendo tres fenotipos diferentes que fueron la formacion
de sobrecrecimientos celulares, originados por analogos de acido retinoico; la pérdida
de estratificacion del epitelio producido por farmacos inhibidores de proteinas con
bromodominios; y la formacion de cistos, causados por inhibidores de ROCK.
Experimentos posteriores demostraron que los inhibidores de proteinas con
bromodominios podia revertir los otros dos fenotipos una vez formados. Utilizando la
libreria epigénetica demostramos que los farmacos que provocaban un epitelio mas

regular pertenecian a la familia de los inhibidores de las proteinas con bromodominios
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BET especificamente. Ademas, tomando como referencia el fenotipo de regularizacion
del epitelio, ya que era el que mas efecto mostrada, decidimos conocer como afectan
estos inhibidores en un cultivo primario que si se diferencia, obteniendo como resultado
un bloqueo del proceso de la diferenciacion, suprimiendo la expresion de células
multiciliadas como secretoras, manteniendo Unicamente la presencia de células
basales. Estos datos nos hicieron preguntarnos qué proteinas con bromodominios era
importante en la diferenciacion y cual era el marco temporal en el que actuaban. Para
ello, realizamos pulsos temporales del tratamiento con JQ1 en MTECs durante la
diferenciacion, obteniendo las proteinas inhibidoras de bromodominios son importantes
en las primeras etapas de la diferenciacion. Para determinar que proteina con
bromodominios estaba implicada a la diferenciacion, se utilizaron RNA de interferencia
para cada BRD y se analizé por PCR cuantitativa e inmunofluorescencia los tres tipos
celulares principales del epitelio respiratorio, obteniendo que BRD3 y BRD4 son las
proteinas implicadas en el proceso de diferenciacion, y mas en concreto BRD3, que se
relacioné con la ruta de Notch al conocerse el posible papel de BRD3 en la diferenciacion

de células basales hacia células multiciliadas.

Los farmacos de la libreria que daban lugar a los crecimientos celulares, como
son AM580, CD437 y EC23, inhiben de la proliferacion de células tumorales y las vias
de sefalizacion de supervivencia, induciendo apoptosis (Lu et al., 2010). La figura R35
panel D’ coincide con los datos obtenidos de este estudia, ya que se observa que en los
dias finales de la diferenciacion de la monocapa de la linea BROC2, estos agregados
van degradandose y sufriendo apoptosis. Sin embargo, estos farmacos también se han
relacionado con el proceso de diferenciacion de células madre pluripotentes inducidas
en mesodermo intermedio (Araoka et al., 2014), proceso que no observamos en nuestra
linea inmortalizada, ya que, aunque muestra un cambio en la morfologia del epitelio, las

células de la monocapa no se diferenciaron.

Por otro lado, los farmacos que forman cistos en la monocapa son SR3677 y
Chormans 1, y actuan inhibiendo ROCK. Estos farmacos se ha utilizado en estudios que
promueven la supervivencia y diferenciacion de células madre pluripotenciales (Chen et
al., 2021), sin embargo, en nuestro modelo experimental no han conseguido promover
este proceso. En cuanto a los farmacos que forman un fenotipo mas regular del epitelio
se encuentran los farmacos inhibidores de los bromodominios y de la ruta de Notch,
implicada en el proceso de diferenciacion de hacia células multiciliadas (Garrido-

Jiménez et al., 2021).
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Al analizar el efecto de los farmacos que originan los diferentes fenotipos en el
epitelio respiratorio de la linea BROC2 en la diferenciacion, obtenemos que los
inhibidores de las proteinas con bromodominios son los que mas efecto producen,
bloqueando por completo la diferenciacion de células basales a secretoras, vinculando
por tanto a estas proteinas con bromodominios al proceso de diferenciacion. Las
proteinas con bromodominios BET se han relacionado en numerosos estudios con el
proceso de diferenciacion meso-endodermo mediante la unién de los BRD a las
regiones reguladoras de la ruta Activin/Noval (Surface et al., 2016), en el cancer en que
una mutacion en el gen NUT (Nuclear Protein Testis) bloquea la diferenciacion epitelial

favoreciendo la carcinogénesis (French at al. 2008), confirmando nuestros datos.

A continuacién, quisimos conocer exactamente el BRD que estaba implicado en
controlar la diferenciacion, para ello desarrollamos tres shRNA para cada uno de ellos
e infectamos a MTECs. Tanto las células con una expresion reducida de BRD3 como
BRD4 mostraron una menor o nula expresion de células ciliadas y secretoras, sin
embargo, las células BRD3-KD aumentaron el numero de células multiciliadas y
disminuyeron la expresion de células secretoras, implicado a la proteina BRD3 en el
proceso de diferenciacion. Estos datos relacionan los bromodominios con la ruta Notch,
ya que en la libreria de farmacos relacionados con la biologia de células madre, los
farmacos inhibidores de bromodominios y de la ruta Nocht daban lugar al mismo
fenotipo. También, analizamos los ligandos de la ruta Notch cuando las células tienen
una expresion reducida de BRD3, observando una disminucion de la expresion de estos
ligandos y por lo tanto de la ruta. Garrido Jiménez en su tesis relacion6 el bloqueo de
Notch con DAPT con un aumento de la diferenciacion hacia células multiciliadas, lo
mismo que ocurre en las células BRD3-KD, por lo que estos datos implican una relacion
entre Notch y los bromodominios en el proceso de diferenciacion de células

multiciliadas.

La implicacion de las proteinas con bromodominios BET con la diferenciacion hacia
células ciliadas nos aporta un mayor conocimiento de las rutas moleculares implicadas
en los procesos de regeneracion y diferenciacion del epitelio, avanzando en el camino
hacia la terapia regenerativa, permitiendo la reconstitucion de un epitelio de las vias
respiratorias funcional en numerosas enfermedades respiratorias, como el asma,

enfermedades pulmonares obstructivas cronicas, fibrosis quistica y bronquiolitis.
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CONCLUSIONES CAPITULO Il

- Nuestro modelo experimental de estudio del epitelio de las vias respiratorias
humanas BROC?2 sirve para el analisis de cambios morfologicos en el epitelio,
pero no para estudios de diferenciacion a elevado niumero de pases celulares.

- Las proteinas con bromodominios son relevantes tanto en el proceso de
diferenciacion hacia células ciliadas y secretoras como en la
pseudoestratificacion del epitelio de las vias respiratorias.

- El'marco de actuacion de las proteinas con bromodominios se establece al inicio
de la diferenciacién

- La proteina con bromodominios BET, BRD3, regula el proceso de diferenciacion
a células multiciliadas, relacionandose con la ruta de Notch suprimiendo la

diferenciacion de células basales a secretoras.
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