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Titolo del progetto: “Role of thyroid hormones andepigenetic drugs in cardiac differentiation
of mouse embryonic stem cells”.

Durante il soggiorno presso la Goethe Universitydincoforte, Department of Cardiology (2-23
Settembre 2013) ho ottenuto risultati molto proerdtt sintetizzati nei seguenti paragrafi:

1. Caratterizzazione del modello sperimentale: valutazione dei livelli di acetilazione istonica in
condizioni basali e dopo trattamento con acido anacardico (AA) etriiodotironina (Ts)

Gli inibitori delle acetilasi istoniche esercitatzoloro attivita interferendo con l'attivita delléAT
impedendo in tal modo che la reazione di acetilaidei substrati abbia luogo. L’acido anacardico
e un derivato naturale in grado di inibire 'aca&tione di particolari substrati istonici, agendo
principalmente su p300, PCAF e Tip60.

Per verificarne gli effetti sul nostro sistema cklte, sono stati condotti saggi di Western Blot
utilizzando anticorpi che riconoscono l'acetilazodella lisina 9 dell'istone H3 (H3K9Ac) e della
Tubulina (Ac-Tub).

La linea cellulare utilizzata e il clone fluorestelelle cellule staminali embrionali murine R1, le
SYNRFP7, in condizioni basali e dopo trattamento specifion:i. acido anacardico (AA) 24 ore
prima dell'inizio del differenziamento cardiomiaaito (riming al tempo TO-1); &. la sola & (T3)

o I'associazione di AA e 3[(AA+T3) a partire dal tempo TO, con un rinnovamento déilad ogni
manipolazione della linea cellulare e/o cambio drrdno, come previsto dal protocollo
sperimentale.

Il solo trattamento di 24 ore con AA € in gradoridurre lo stato di acetilazione di proteine non
istoniche, la tubulina, ed istoniche, quali I'iséoH3, come riportato iRig.1A.
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Fig. 1: A. Effetto del trattamento con AA al tempo TO sulidcsti acetilazionedi proteine non istoniche ed
istoniche.B. Analisi densitometrica (n=5) e un Western Blot ditnativo dellostato di acetilazione di

proteine istoniche in condizioni basali e dopo taatento con AA el/oszThel corso del differenziamento
cardiaco. *p< 0.05vs TO CTR



La Figura 1B, che rappresenta I'analisi densitometrica delle bandualizzate sul filtro (derivate
da 5 esperimenti indipendenti), mostra una condistgiduzione dei livelli di acetilazione
dell'istone H3 in lisina 9 dopo 24 ore di trattarteenon acido anacardico (T0), livelli che risalgono
in maniera consistente dopo 2 giorni (TO+2) datdraento e riscendono al tempo TO+6, come un
onda di acetilazione che permette la chiusura el'gapertura della cromatina per indurre una
trascrizione genica specifica del differenziamento.

Un’informazione rilevante gia in nostro possessa mppresentata dal fatto che il nostro sistema
cellulare esprime principalmente il recettore tiem di tipo alfa, TR, mentre il recettore tiroideo di
tipo beta, TR € meno rappresentato.

2. Effetto dei trattamenti epigenetici ed ormonali sul differenziamento cardiomiocitario

Al termine del differenziamento, il protocolldanging Dropprevede che i corpi embrioidi che si
sono formati, vengano piastrati nmultiwell da 24 pozzetti. A partire da questo stadio lacite®d

il battito di ciascun ER stato controllato ai giorni 6+2, 6+3, 6+7, 6+16+d.4 dove 2, 3,7, 10 e 14
rappresentano il numero di giorni trascorsi dasjpanento su gelatina dei singoli EB. Il grafico in
Figura 2A mostra la percentuale dei corpi battenti chefgminziano in condizioni basali.

Come € possibile osservare kg.2B, sia il trattamento con acido anacardico (AA) dia
trattamento con la 3] singolarmente (3 e in combinazione con I'AA (AA+]), incrementano il
numero dei corpi embrioidi battenti e la velocita differenziamento, determinando
un’anticipazione del tempo di contrazione al gioré®2, solitamente stimato e riportato in
letteratura al tempo 6+3.
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Fig.2: A. Percentuale di battito nel differenziamento cardiae condizioni basaliB. Effetti del trattamento
con AA e/o Tsul differenziamento cardiomiocitario espressgercentuale di battito al tempo 6+2. *p<
0.05vs TO CTR; ** p< 0.05 vs AA

Al fine di controllare I'espressione coordinata dgini che intervengono nel differenziamento
cardiaco é stata condotta un’analisi dell’espremsidi marcatori tipici della staminalita, quali @ct

e Nanog, e del differenziamento, quali Nkx2.5 edanessina Cx45, sia in condizioni basali sia
dopo trattamento con acido anacardico e triiodatira, singolarmente o in combinazione. |
risultati, rappresentati nelleigura 2A-B, mostrano come sia lagThe I'’AA non siano in grado di
modulare significativamente i geni della stamiraliina soltanto ipriming con AA ¢ in grado di
aumentare I'espressione di Nkx2.5 al tempo TO+&ld&drenziamento rispetto al controllo. Questo
gene, e fortemente coinvolto negli stadi precotdiféerenziamento cardiomiocitario.



L’espressione della connessina Cx45, gap junctionespressa precocemente nel tessuto cardiaco
in via di formazione, non viene invece modulata tdaftamento con acido anacardico, ma mostra
un profilo dinamico che segue i diversi stadi défeziativi.
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Fig. 3 Analisi di gRT-PCR per i geni (n=67. Oct4 e NanogB. Nkx 2.5 e Cx4 5prima e dopo trattamento
con AA e T, il gene di controllo utilizzato per la normalizzane € GAPDH. *p< 0.05 vs CTR.

Il nostro sistema cellulare si avvale di cellulansinali murine ingegnerizzate con sikéP (Red
Fluorescent Protein sotto il controllo del promotore di un gene défetenziamento cardiaco
denominato NCX1: le cellule diventano fluorescesdlo quando effettivamente acquisiscono il
fenotipo cardiaco. In virtu di questo sistema ingggzato e stato possibile distinguere le aree del
corpo embrioide dalle cellule della muscolaturaiisper poterle analizzare e studiare con maggior
accuratezza.

Osservando al microscopio a fluorescenza i corgiremdi, € emerso un dato molto interessante: le
dimensioni dell'area battente dei campioni trati@in acido anacardico risultavano essere piu
grandi sia rispetto al controllo sia rispetto aim@éoni trattati con T Il trattamento con
trilodiotironina € in grado di indurre lo stessmdeeno anche se in maniera meno significativa
rispetto all'acido anacardico; come é possibilerappare sia dalle immagini mostrateFigura 4A

sia dal grafican Figura 4B che riporta in micrometri le dimensioni dell’areattente, fotografata

al microscopio a fluorescenza.
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Fig. 4: A. Aree battenti visualizzate al microscopio a fluemwa. E' mostrato un esperimento
rappresentativo di un totale di 8 esperimenti irdigentiB. Dimensioni area battente espressairt.

Il fenomeno osservato poteva pero essere attritauidlbie causd: all’incremento del numero di
cardiomiociti allinterno del corpo embrioide o allaumento delle dimensioni delle singole
cellule. Per rispondere a questa domanda abbiaitipzatio I'analisi citofluorimetrica (FACS),
condotta su corpi embrioidi al 7° giorno dalla piasira. | risultati ottenuti hanno confermato le
osservazioni effettuate al microscopio a fluoregaemostrando che le cellule trattate sia con acido
anacardico che con la,Tsingolarmente o in combinazione, sono piu flucees e numericamente
superiori rispetto al controllo, sebbene kabbia un effetto meno marcatta{o non mostrafo

Per caratterizzare in modo piu esaustivo il fertpllulare abbiamo successivamente analizzato le
proprieta elettriche di cellule autoritmiche iselatalle porzioni contrattili dei corpi embrioidi al
giorno 6+7. Il criterio da noi adottato per selewe le cellule da studiare dal punto di vista
elettrofisiologico si basa sulla loro capacita ointtarsi spontaneamente e sul fatto che caratterist
peculiare del nostro modello sperimentale é I'erorss di fluorescenza nello spettro del rosso di
cellule differenziate verso un fenotipo cardiacoaste I'analisi al microscopio video-confocale.
Abbiamo condotto esperimenti giatch-clampin modalita ‘turrent clamp” per valutare la
frequenza di auto-depolarizzazionefwifig” delle cellule autoritmiche non trattate (CTR) elld
cellule autoritmiche sottoposte a trattamento can(Ts), AA (AA) oppure con il doppio
trattamento (AA+T). L'analisi della frequenza ha mostrato che itteimento con 3 genera cellule
con una frequenza spontanea media significativaameraiggiore (3.39+£0.57 Hz, n=9; p<0.05 con
analisi statistica di tipo Anova ad una via) di uettenuta dalle cellule sottoposte a tutti diria
trattamenti (AA 1.34+0.61 n=8, AA+T1.26+£0.16 n=8) o dalle cellule non trattate dehtoamllo
(CTR 1.24+0.21 Hz, n=4)¥g. 5).
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Fig. 5. Analisi della frequenza in condizioni basali e ddptitamento con I'AA e lazJ singolarmente o in
combinazione.

E’ noto che la particolarita che contraddistingugotenziale d’azione delle cellule autoritmiche da
quello delle altre cellule cardiache é I'assenzandi fase di riposo stabile tra un potenziale diaei

e l'altro. Infatti, i miociti con attivita autoritina presentano una fase di depolarizzazione dieatol
lenta (opacemakey, che conduce il potenziale di membrana versalibne soglia per I'insorgenza
di un nuovo potenziale d’azione. L’'assenza di usmsefdi riposo stabile induce cosi un’attivita
ripetitiva e autoritmica. Complessivamente i datitewuti mediante analisi molecolare,
citofluorimetrica ed elettrofisiologica hanno messoevidenza la presenza di molteplici vie di
segnalazionep@athway$ sotto il controllo dall’AA e dalla 3, somministrati singolarmente o in
combinazione, che favoriscono il differenziameraad@co.

3. Analis del profilo trascrizonale nel corso del differenziamento cardiaco: effetti del
trattamento epigenetico €/o0 ormonale.

Per comprendere i meccanismi che intervengonoifiefehziamento cellulare e nei processi che lo
rendono reversibile sono state effettuate analigspressione genicagne profiling) mediante
tecnologia dei microarray su RNA estratto dallelutel ES durante il differenziamento, ed in
particolare ai tempi TO, TO+2 e TO+6, in condizibiaisali e dopo trattamento singolo o combinato
con AAe .

Dati preliminari digene profilingmostrano come I'AA e/o lasTgiochino un ruolo determinante
nell’attivazione o la repressione controllata, mpe ben definiti, dinetworkdi geni coinvolti in
pathways diversi. In particolare I'AA induce [I'espressiondei soli geni coinvolti nel
differenziamento cardiomiocitario precoce, qualinda, Bmp4 e Brachyury, generando cellule
cardiache immature, ed indirizza, inoltre, il difaziamento verso ulineage neuroectodermico
(dati non mostrati).

Il trattamento con la i €, invece, in grado di aumentare |'espressionegahi chiave del
differenziamento cardiaco terminale, quali NpparRyWMyl3 e Myhll, determinando cosi la
formazione di cardiomiociti maturi e funzionarfeig. 6, AB).
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Fig. 6: A. Rappresentazione grafica, mediante Heat Map, dadlliai di gene profilingB. Rappresentazione
grafica, mediante Cluster, di una selezione di gminvolti nel differenziamento mesodermico e Godi
terminale (sono indicati con i quadrati i geni ddifferenziamento terminale, con cerchi i geni del
differenziamento precoce). E’ mostrato un esperimemppresentativo di un totale di 8 esperimenti
indipendenti (AA el/oslverso il controllo al tempo T0+2).

Di notevole interesse € stato osservare che tiatrento combinato (AA+)) sembra riprodurre
sostanzialmente il profilo genico del differenziante cardiaco di tipo terminale indotto dal
trattamento con la singola.T

Analisi piu approfondite diRNA sequencingavviate durante il soggiorno presso la Goethe
University ed attualmente in corso, ci permettecann identificare e validare gernargets del
differenziamento cardiaco sotto il controllo dedigersepathwaysndotte dal trattamento ormonale
e/o epigenetico, al fine di fornire in futuro unalida alternativa per potenziare la produzione di
cellule cardiache mature e funzionali per l'interteeterapeutico di tipo rigenerativo.

Roma, 11 Novembre 2013
Dr. Antonella Farsetti
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