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	   Understanding	  the	  molecular	  mechanisms	  that	  govern	  animal	  development	  is	  one	  of	  

the	  major	  challenges	  in	  developmental	  biology.	  The	  TGF-‐β	  members	  such	  as	  the	  bone	  

morophogenetic	  proteins	  (BMP)	  play	  critical	  and	  diverse	  roles	  throughout	  embryonic	  

development	  in	  both	  vertebrates	  and	  invertebrates	  and	  understanding	  the	  mechanisms	  by	  

which	  they	  initiate	  specific	  cellular	  differentiation	  programs	  and	  control	  of	  gene	  expression	  

is	  important.	  	  	  This	  dissertation	  will	  focus	  on	  the	  characterization	  of	  the	  BMP	  responsive	  

element	  (BRE)	  identified	  in	  our	  lab.	  	  Additionally,	  I	  will	  demonstrate	  that	  the	  BRE	  functions	  

as	  an	  activator	  in	  BRE-‐mediated	  BMP	  signaling	  and	  is	  responsible	  for	  modulating	  a	  subset	  

of	  BMP	  target	  genes	  in	  mouse	  embryonic	  stem	  (ES)	  cells.	  	  To	  complement	  our	  in	  vitro	  

studies,	  our	  lab	  also	  investigated	  the	  role	  of	  BMPs	  in	  early	  mouse	  embryonic	  development.	  	  

Our	  studies	  reveal	  that	  BMP	  signaling	  may	  be	  active	  in	  the	  inner	  cell	  mass	  (ICM)	  during	  

mouse	  embryogenesis	  and	  is	  playing	  a	  role	  in	  sustaining	  pluriopotency	  by	  interacting	  with	  

the	  Oct4/Sox2/Nanog	  network.	  
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Chapter	  1	  

Introduction	  

Understanding	  the	  molecular	  mechanisms	  that	  govern	  animal	  development	  is	  one	  of	  

the	  major	  challenges	  in	  developmental	  biology.	  	  After	  the	  fertilization	  of	  an	  egg,	  a	  single	  cell	  

has	  the	  potential	  to	  become	  many	  diverse	  cell	  types	  and	  structures	  to	  form	  a	  functional	  

living	  organism.	  	  Developmental	  cues	  from	  extracellular	  signaling	  and	  secreted	  molecules	  

are	  essential	  for	  proper	  embryogenesis.	  	  	  The	  transforming	  growth	  factor-‐β	  (TGF-‐β	  

signaling)	  superfamily	  is	  a	  class	  of	  growth	  and	  differentiation	  factors	  that	  are	  responsible	  

for	  driving	  key	  developmental	  programs	  and	  controlling	  cell	  fate	  and	  behaviors.	  	  The	  TGF-‐β	  

superfamily	  of	  growth	  factor	  is	  well	  conserved	  through	  Metazoa	  (Perterson	  et	  al.,	  2008).	  	  It	  

consists	  of	  30	  family	  members	  including	  TGF-‐β,	  Activins,	  Inhibins,	  Nodals,	  Bone	  

Morphogenetic	  Proteins	  (BMPs),	  and	  growth	  and	  differentiation	  factors	  (GDFs)	  (Derynck	  et	  

al.,	  1997;	  Derynck	  et	  al.,	  1998;	  Feng	  et	  al.,	  2005).	  	  	  These	  TGF-‐β	  members	  play	  critical	  and	  

diverse	  roles	  throughout	  embryonic	  development	  in	  both	  vertebrates	  and	  invertebrates	  

and	  understanding	  the	  mechanisms	  by	  which	  they	  initiate	  specific	  cellular	  differentiation	  

programs	  and	  controls	  of	  gene	  expression	  is	  important.	  	  Through	  a	  combinatorial	  approach	  

of	  using	  different	  ligand,	  receptors,	  and	  intracellular	  signaling	  components,	  the	  TGF-‐	  β	  

superfamily	  members	  can	  produce	  a	  large	  diversity	  of	  transcriptional	  outputs	  to	  regulate	  a	  

multitude	  of	  developmental	  processes.	  	  	  

	  

General	  Molecular	  Mechanism	  of	  TGF-β 	  signaling	  through	  Smad	  Proteins:	  



	   2	  

	   The	  members	  of	  TGF-‐β	  superfamily	  proteins	  signal	  primarily	  through	  receptors	  

known	  as	  “Type	  I”	  and	  “Type	  II”	  receptors.	  	  Both	  receptors	  are	  structurally	  similar	  and	  

contain	  serine/threonine	  kinases.	  	  However,	  the	  Type	  I	  receptors	  have	  a	  conserved	  

Glycine/Serine-‐rich	  (GS)	  sequence	  domain,	  while	  the	  Type	  II	  receptor	  does	  not.	  	  In	  the	  

presence	  of	  a	  ligand,	  the	  formation	  of	  a	  ligand/receptor	  complex	  is	  initiated	  allowing	  the	  

Type	  II	  receptor	  kinases	  to	  phosphorylate	  the	  GS	  sequence	  of	  the	  Type	  I	  receptor.	  	  This	  in	  

turn	  activates	  the	  Type	  1	  receptor	  kinase	  and	  enabling	  it	  to	  autophoshorylate	  itself	  as	  well	  

as	  phosphorylating	  downstream	  effectors	  such	  as	  the	  Smad	  proteins	  (Derynck	  et	  al.,	  2003;	  

Shi	  et	  al.,	  2003).	  	  	  

	   The	  Smad	  proteins	  are	  essential	  intracellular	  effectors	  of	  TGF-‐β	  signaling.	  	  There	  are	  

3	  distinct	  classes	  of	  Smad	  proteins:	  Receptor	  Smads	  (R-‐smads:	  Smad	  1,2,3,5,8),	  a	  common	  

Smad	  (e.g.	  Smad4),	  and	  inhibitory	  Smads	  (Smad	  6	  &	  7).	  	  	  Both	  R-‐Smads	  and	  the	  common	  

Smad	  (co-‐Smad)	  are	  made	  up	  of	  a	  well-‐conserved	  polypeptide	  chain	  containing	  a	  MH1	  (N-‐

terminal	  Mad	  Homology1)	  domain	  and	  MH2	  (C-‐terminal	  Mad	  Homology	  2)	  domain.	  	  A	  key	  

difference	  between	  the	  R-‐Smads	  and	  co-‐Smad	  is	  that	  the	  co-‐Smad	  (Smad4)	  lacks	  a	  C-‐

terminal	  SXS	  motif	  and	  therefore	  cannot	  be	  phosphorylated	  by	  the	  Type	  I	  receptor.	  	  On	  the	  

other	  hand,	  the	  R-‐Smads	  do	  not	  contain	  a	  C-‐terminal	  SXS	  motif	  and	  are	  phosphorylated	  by	  

the	  Type	  I	  receptor	  upon	  ligand	  activation.	  	  The	  C-‐terminal	  SXS	  phosphorylation	  of	  the	  R-‐

Smads	  induces	  a	  conformational	  change,	  allowing	  it	  to	  dissociate	  from	  the	  Type	  I	  receptor	  

and	  form	  a	  heterotrimeric	  complex	  containing	  two	  R-‐Smads	  and	  co-‐Smad	  (Derynck	  et	  al.,	  

2003).	  	  This	  complex	  can	  then	  translocate	  into	  the	  nucleus	  and	  acts	  as	  a	  transcriptional	  

factor	  by	  recruiting	  other	  coactivators/corepressors	  to	  activate	  or	  repress	  gene	  

transcription	  (Figure	  1.1).	  	  
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Figure	  1.1	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
Figure	  1.1:	  	  Canonical	  BMP	  signal	  transduction	  cascade.	  Activation	  of	  the	  canonical	  BMP	  
signaling	  pathway	  begins	  by	  BMP	  receptor	  activation	  by	  the	  BMP	  ligand.	  	  This	  enables	  
Smad	  phosphorylation	  of	  the	  R-‐Smad	  (Smad	  1/5/8)	  by	  the	  Type-‐I	  receptor	  to	  form	  a	  
heteromeric	  complex	  with	  co-‐Smad	  (Smad4).	  	  The	  complex	  then	  accumulates	  in	  the	  
nucleus	  to	  activate	  gene	  transcription.	  
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Combinatorial	  Use	  of	  Receptors	  in	  TGF-β 	  signaling:	  

	   Combinatorial	  use	  of	  the	  Type	  I	  and	  Type	  II	  receptors	  allows	  for	  diversity	  and	  

selectivity	  in	  ligand	  binding	  as	  well	  as	  intracellular	  signaling.	  	  	  There	  are	  currently	  seven	  

Type	  I	  receptors	  (ALK1-‐7)	  and	  five	  Type	  II	  receptors	  identified	  so	  far	  in	  the	  human	  genome.	  	  

Two	  different	  Type1	  and	  Type	  II	  homodimer	  receptors	  can	  form	  a	  heterotetrameric	  

complex	  upon	  ligand	  activation.	  	  However,	  only	  specific	  Type	  I	  and	  Type	  II	  receptors	  can	  

come	  together	  to	  form	  a	  ligand-‐receptor	  complex	  upon	  ligand	  activation.	  	  The	  molecular	  

basis	  of	  selectivity	  of	  TypeI-‐Type	  II	  receptor	  interactions	  is	  determined	  at	  the	  interface	  by	  

specific	  ligands.	  	  TGF-‐β-‐1,	  TGF-‐β-‐3,	  and	  Activin	  ligands	  can	  bind	  tightly	  to	  TGF-‐β	  Type	  II	  

receptors,	  Activin	  receptor	  II	  (ACTRII),	  and	  Activin	  receptor	  IIB	  (ACTRIIB)	  without	  the	  

presence	  of	  Type	  I	  receptors,	  even	  though	  these	  ligands	  can	  bind	  to	  both	  types	  of	  receptors	  

(Boesen	  et	  al.,	  2002;	  Hart	  et	  al.,	  2002;	  Greenwald	  et	  al.,	  2004).	  	  Conversely,	  BMP2	  and	  BMP4	  

ligands	  have	  low	  binding	  affinity	  for	  the	  Type	  II	  receptor	  (BMPRII)	  alone	  but	  in	  the	  

presence	  of	  the	  Type	  I	  receptor	  (BMPRIA/ALK3	  and	  BMPRIB/ALK6),	  ligand	  binding	  affinity	  

increases	  allowing	  the	  formation	  of	  a	  heteromeric	  complex	  (Kirsch	  et	  al.,	  2000;	  Keller	  et	  al.,	  

2004).	  	  Therefore,	  it	  is	  possible	  that	  ligands	  with	  different	  affinities	  for	  different	  receptor	  

combinations	  can	  be	  potentially	  used	  to	  modulate	  a	  dose-‐dependent	  response	  in	  the	  cell.	  	  	  	  

	  

	  TGF-β 	  Superfamily	  Intracellular	  Signaling:	  

	   The	  Smad	  signaling	  pathway	  downstream	  of	  the	  TGF-‐β	  superfamily	  receptors	  has	  

been	  studied	  extensively.	  	  The	  TGF-‐β	  superfamily	  can	  be	  divided	  into	  two	  main	  branches:	  

1)	  BMP/GDF	  branch	  signaling	  through	  ALK2,	  3,	  6	  via	  R-‐Smads	  1/5/8	  and	  2)	  TGF-‐

β/Nodal/Activin	  branch	  signaling	  through	  ALK4,	  5,	  7	  via	  R-‐Smads	  2	  and	  3	  (Massague	  et	  al.,	  
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2005)	  (Table	  1.1).	  	  However,	  these	  interactions	  are	  not	  strictly	  confined.	  	  GDF	  8,	  9,	  and	  11	  

can	  signal	  through	  ALK4,	  5,	  7	  (Rebbapragada	  et	  al.,	  2003;	  Andersson	  et	  al.,	  2006;	  Gilchrist	  

et	  al.,	  2006;	  Schmierer	  et	  al.,	  2007)	  and	  TGF-‐β	  can	  activate	  both	  Smad2/3	  and	  Smad1/5/8	  

in	  different	  tissue	  types	  (Goumans	  et	  al.,	  2003,	  Liu	  et	  al.,	  2004;	  Bharathy	  et	  al.,	  2008;	  Daly	  et	  

al.,	  2008).	  	  	  These	  findings	  provide	  evidence	  that	  a	  particular	  ligand	  cannot	  be	  

unequivocally	  assigned	  to	  only	  one	  branch	  of	  the	  TGF-‐β	  superfamily	  signaling,	  thus	  lending	  

to	  the	  possibility	  that	  mixed	  recruitment	  of	  Type	  I	  receptors	  could	  be	  an	  additional	  mode	  of	  

regulation	  in	  the	  TGF-‐β	  superfamily.	  

	   Once	  phosphorylated,	  the	  R-‐Smad/co-‐Smad	  heteromeric	  complex	  is	  translocated	  to	  

the	  nucleus	  and	  binds	  to	  promoter	  sequences	  to	  positively	  or	  negatively	  regulates	  target	  

gene	  transcription.	  	  Different	  R-‐Smad/co-‐Smad	  heteromeric	  complexes	  have	  distinct	  DNA	  

binding	  specificities	  to	  enable	  the	  diverse	  transcriptional	  output	  found	  from	  different	  

members	  of	  the	  TGF-‐β	  superfamily.	  	  In	  the	  TGF-‐β	  activin/nodal	  signaling	  pathway,	  the	  N-‐

terminal	  MH1	  domain	  of	  Smad3	  (R-‐Smad)	  and	  Smad4	  (co-‐Smad)	  recognizes	  the	  sequence	  

5’-‐GTCT-‐3’or	  its	  reverse	  complement,	  5’-‐AGAC-‐3,’	  known	  as	  the	  Smad	  Binding	  Element	  

(SBE)	  (Dennler	  et	  al.,	  1998).	  	  In	  contrast,	  the	  Smad1/5/8	  binds	  to	  a	  GC-‐rich	  sequence.	  	  This	  

GC	  rich	  consensus	  sequence	  (5’-‐GRCGNC-‐3’)	  allows	  Smad1/5/8	  to	  complex	  with	  Smad4,	  

which	  will	  independently	  bind	  to	  the	  SBE.	  	  Interestingly,	  research	  has	  shown	  that	  

Smad1/5/8	  binding	  site	  and	  SBE	  can	  be	  spatially	  restricted	  by	  5	  base	  pairs	  (Pyrowolakis	  et	  

al.,	  2004)	  through	  transcriptional	  regulators	  such	  as	  coactivators	  and	  corepressors	  to	  

stabilize	  the	  R-‐Smad/co-‐Smad	  complex	  since	  binding	  of	  Smads	  to	  SBE	  and	  the	  GC-‐rich	  site	  

is	  weak.	  	  
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Table	  1.1	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Ligand	   Type	  II	  Receptor	   Type	  I	  Receptor	   R-Smad	  

TGF-‐β	   TGF-‐βRII	  
	  

ALK4/ACTRIB	  
ALK5/TGF-‐βRI	  

	  

Smad	  2	  
Smad	  3	  

BMP	  &	  GDF	   BMPRII	  
ACTRII	  
ACTRIIB	  

ALK1	  
ALK2/ACTRI	  
ALK3/BMPRIA	  
ALK6/BMPRIB	  

Smad	  1	  
Smad	  5	  
Smad	  8	  

Activin	  &	  
Nodal	  

ACTRII	  
ACTRIIB	  

	  

ALK4/ACTRIB	  
ALK7	  

Smad	  2	  
Smad	  3	  

AMH	   Amhr2	   ALK2/ACTRI	  
ALK3/BMPRIA	  
ALK6/BMPRIB	  

	  

Smad	  2	  
Smad	  3	  

	  

	  
	  
	  
Table	  1.1:	  	  Summary	  of	  the	  various	  ligands,	  receptors,	  and	  Smads	  involved	  in	  the	  TGF-‐β	  
superfamily	  signaling	  cascade.	  
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Although	  much	  is	  known	  on	  how	  Smad-‐DNA	  binding	  can	  lead	  to	  activating	  or	  

repressing	  a	  transcriptional	  response,	  its	  selectivity	  in	  choosing	  which	  target	  genes	  or	  

transcriptional	  program	  to	  initiate	  is	  not	  well	  understood.	  	  	  Published	  works	  have	  called	  

into	  question	  whether	  the	  traditional	  R-‐Smad/Smad4	  complex	  is	  even	  required	  for	  

regulation	  since	  a	  number	  of	  TGF-‐β	  induced	  genes	  requires	  only	  R-‐Smad	  or	  Smad4	  for	  its	  

regulation	  (Levy	  et	  al.,	  2005;	  Lim	  et	  al.,	  2006,	  Descargues	  et	  al.,	  2008).	  	  	  Evidence	  has	  shown	  

that	  Smad2/3	  (R-‐Smads)	  can	  interact	  with	  IκB	  kinase	  in	  the	  absence	  of	  Smad4	  (co-‐Smad)	  

to	  regulate	  Mad1,	  a	  Myc	  antagonist	  (Descargues	  et	  al.,	  2008).	  	  It	  is	  known	  that	  the	  

commonly	  studied	  R-‐Smad/Smad4	  complex	  regulates	  most	  BMP	  target	  genes	  but	  whether	  

it	  is	  always	  necessary	  is	  unclear.	  	  A	  recent	  finding	  demonstrated	  that	  R-‐Smads	  could	  be	  

regulated	  by	  microRNA	  21	  (mir-‐21)	  (Blahna	  et	  al.,	  2012).	  	  Taken	  together,	  these	  findings	  

suggest	  that	  there	  are	  possibly	  multiple	  modes	  of	  regulation	  of	  Smads	  not	  yet	  known,	  

which	  do	  not	  necessarily	  require	  the	  traditional	  R-‐Smad/Smad4	  complex	  or	  a	  specific	  DNA-‐

binding	  sequences.	  	  	  

	  

Canonical	  BMP	  Signaling	  Cascade:	  

BMPs	  are	  the	  largest	  subgroup	  belonging	  to	  the	  TGF-‐β	  superfamily	  and	  were	  

originally	  identified	  as	  factors	  that	  induce	  the	  formation	  of	  bone	  and	  cartilage	  when	  

ectopically	  implanted	  in	  rats	  (Urist,	  1965;	  Wozney	  et	  al.,	  1988).	  	  BMPs	  are	  evolutionarily	  

conserved	  in	  all	  vertebrates	  and	  the	  majority	  of	  invertebrates	  (except	  for	  the	  taxa	  

Choanozoa	  and	  Fungi).	  	  They	  can	  influence	  a	  variety	  of	  biological	  processes	  such	  as	  stem	  

cell	  self-‐renewal,	  differentiation,	  proliferation,	  tissue	  morphogenesis,	  and	  apoptosis.	  	  

Members	  of	  the	  BMP	  subfamily	  include	  the	  BMP-‐2/4	  group	  (including	  Drosophila	  
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decapentaplegic	  (Dpp)),	  the	  BMP-‐5/6/7/8	  group	  (OP-‐1group),	  GDF-‐5/6/7	  group,	  and	  the	  

BMP-‐9/10	  group	  (Figure	  1.2).	  	  	  Active	  BMPs	  are	  composed	  of	  50–100	  amino	  acids	  with	  

seven	  cysteines,	  six	  of	  them	  forming	  three	  intramolecular	  disulfide	  bonds,	  known	  as	  

cysteine	  knots.	  The	  seventh	  cysteine	  is	  used	  for	  dimerization	  with	  another	  monomer	  by	  

forming	  a	  covalent	  disulfide	  bond,	  thus	  forming	  the	  biologically	  active	  BMP	  signaling	  

molecule	  (McDonald	  et	  al.,	  1993;	  Griffith	  et	  al.,	  1996).	  	  BMP	  family	  members	  bind	  to	  

serine/threonine	  kinase	  receptors	  (i.e.	  Type	  I	  and	  Type	  II)	  and	  can	  transduce	  signals	  

through	  Smad-‐dependent	  and	  independent	  mechanisms.	  	  	  	  
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Figure	  1.2:	  
	  	  	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  1.2:	  Phylogenetic	  relationship	  between	  BMP	  ligands.	  	  The	  BMP	  ligands	  can	  be	  
grouped	  into	  4	  distinct	  groups:	  BMP-‐2/4,	  OP-‐1,	  BMP-‐9,	  and	  GDF-‐5.	  	  Alignment	  was	  
performed	  using	  the	  C-‐terminal	  region	  containing	  the	  cystine	  knot	  structure.	  (Derynck	  et	  
al.,	  2008;	  Miyazono	  et	  al.,	  2010)	  
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Upon	  BMP	  receptor	  activation,	  the	  Smad	  pathway	  is	  switched	  on,	  which	  are	  the	  

major	  signaling	  transducers	  inside	  the	  cell.	  	  This	  occurs	  via	  phosphorylation	  of	  Smad1/5/8	  

by	  the	  Type-‐I	  receptor	  to	  form	  a	  complex	  with	  Smad4.	  	  	  Smads	  1/5/	  8	  is	  functionally	  

redundant	  in	  mouse	  (Pangas	  et	  al.,	  2008;	  Huminiecki	  et	  al.,	  2009)	  and	  all	  three	  receptor	  

Smads	  have	  a	  high	  degree	  of	  amino	  acid	  sequence	  similarity	  (Hester	  et	  al.,	  2005;	  Arnold	  et	  

al.,	  2006;	  Pangas	  et	  al.,	  2008;	  Retting	  et	  al.,	  2009).	  	  It	  has	  been	  hypothesized	  that	  Smad	  

1/5/8	  may	  have	  arose	  from	  genome	  duplication	  and	  therefore	  uncovering	  their	  individual	  

function	  has	  been	  difficult.	  	  Smad1/5/8	  has	  a	  preferential	  binding	  to	  GC	  rich	  element	  and	  

Smad4	  to	  SBE	  as	  previously	  stated.	  	  It	  has	  been	  speculated	  that	  Smad1	  preference	  for	  GC-‐

rich	  elements	  may	  be	  due	  to	  the	  highly	  basic	  amino	  acids	  adjacent	  to	  the	  β-‐hairpin	  residues	  

found	  in	  all	  three	  BMP	  Receptor	  Smads,	  which	  is	  not	  found	  in	  Activin	  receptor	  smads	  (Shi	  

et	  al.,	  1998;	  Shi	  2001).	  	  Furthermore,	  the	  promoters	  of	  BMP	  induced	  genes	  (e.g.	  Bambi,	  Id,	  

and	  Vent	  genes)	  have	  multiple	  Smad	  binding	  sites	  to	  possibly	  enhance	  gene	  transcription.	  	  	  

Since	  the	  binding	  affinities	  of	  Smads	  to	  their	  binding	  site	  are	  weak	  (Shi	  et	  al.,	  1998),	  long	  

concatemers	  of	  Smad	  binding	  sites	  may	  be	  required	  to	  observe	  transcriptional	  activation	  in	  

cells	  (Zawel	  et	  al.,	  1998;	  Korchynskyi	  et	  al.,	  2002;	  Lopez	  Rovira	  et	  al.,	  2002;	  Karaulanov	  et	  

al.,	  2004).	  	  True	  endogenous	  BMP	  signaling	  may	  be	  hard	  to	  detect	  unless	  Smad1	  binding	  

site	  and	  SBE	  are	  multimerized	  to	  amplify	  BMP	  signaling.	  

	  

Transcriptional	  Response	  of	  the	  BMP	  Response	  Element	  (BRE):	  

	   The	  efficiency	  of	  coactivator	  and	  corepressor	  interactions	  with	  the	  Smad	  complexes	  

is	  likely	  to	  play	  a	  major	  role	  in	  determining	  transcriptional	  and	  cellular	  responses	  to	  BMP	  

ligands.	  	  The	  first	  identified	  Smad	  partner,	  OAZ,	  (OE/EBF-‐associated-‐	  zinc	  finger	  protein	  
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Znf423)	  was	  shown	  to	  mediate	  the	  BMP	  signaling	  through	  the	  BMP	  response	  element	  

(BRE)	  of	  the	  Xenopus	  Vent2	  gene	  (Hata	  et	  al.,	  2000).	  	  OAZ	  cooperates	  with	  Smad1	  by	  

interacting	  with	  a	  specific	  binding	  sequence	  known	  as	  the	  BRE	  (5’-‐CAGAC-‐3’	  and	  a	  3′	  

flanking	  sequence,	  TGGAGC).	  	  It	  is	  proposed	  that	  OAZ	  functions	  in	  a	  tissue	  specific	  manner	  

to	  regulate	  BMP	  signaling	  (Cheng	  et	  al.	  2007;	  Kratitnger	  et	  al.,	  2007)	  and	  therefore	  may	  not	  

be	  a	  universal	  Smad	  binding	  partner.	  	  Runx2	  is	  another	  transcription	  factor	  that	  can	  

regulate	  BMP	  target	  genes.	  	  Runx2	  and	  Smad1	  complex	  together	  to	  bind	  to	  the	  promoter	  of	  

genes	  (Osteocalcin,	  Osteopontin,	  Col10,	  and	  Smad6)	  involved	  in	  the	  development	  of	  

osteoblast	  and	  chondrocytes	  (Zhang	  et	  al.,	  2000;	  Drissi	  et	  al.,	  2003;	  Wang	  et	  al.,	  2007).	  	  It	  

remains	  unclear	  whether	  there	  is	  a	  universal	  Smad-‐binding	  partner	  to	  regulate	  the	  various	  

BMP-‐responsive	  genes.	  	  	  

	   Schnurri	  is	  another	  well-‐studied	  Smad-‐binding	  partner	  of	  BMP	  signaling	  in	  

Drosophila	  and	  vertebrates.	  	  It	  is	  a	  large	  protein	  (~275	  kDa)	  composed	  of	  eight	  zinc	  fingers	  

and	  interacts	  with	  Mad	  (Smad1/5/8	  homolog)	  and	  Medea	  (Smad4	  homolog)	  to	  regulate	  

DPP	  (BMP	  signaling)	  in	  Drosophila.	  	  In	  Drosophila,	  the	  Smad1/5/8/-‐Smad4-‐Schnurri	  

complex	  results	  in	  brinker	  repression	  and	  induces	  derepression	  of	  Dpp	  (BMP	  homolog)	  

target	  genes	  (Marty	  et	  al.,	  2000;	  Pyrowolakis	  et	  al.,	  2004;	  Yao	  et	  al.,	  2008).	  	  	  The	  regulatory	  

region	  of	  the	  Brinker	  gene	  contains	  a	  silencer	  element	  (brkSE)	  composed	  of	  a	  Mad	  and	  

Medea	  consensus-‐binding	  site	  separated	  by	  a	  five	  base	  pair	  spacer	  sequence	  (Pyrowolakis	  

et	  al.,	  2004;	  Gao	  et	  al.,	  2005).	  	  This	  five-‐spacer	  region	  is	  critical	  for	  Schnurri	  docking	  to	  

mediate	  Brinker	  repression	  and	  therefore	  relieve	  repression	  of	  Dpp	  targets	  (Marty	  et	  al.,	  

2000;	  Yao	  et	  al.,	  2008).	  	  Schnurri	  interacts	  with	  the	  MH2	  domains	  of	  Smad1/5/8	  and	  

Smad4.	  	  In	  contrast	  to	  Schnurri’s	  repressive	  role	  in	  Drosophila,	  the	  vertebrate	  Schnurri-‐



	   12	  

Smad1/5/8-‐Smad4	  complex	  in	  Xenopus	  can	  activate	  Vent2	  gene	  expression	  (Yao	  et	  al.,	  

2006)	  through	  the	  BRE	  in	  Xenopus	  and	  human.	  	  	  

	  The	  Cho	  lab	  has	  shown	  that	  the	  BRE	  can	  mediate	  BMP	  induction	  during	  early	  

Xenopus	  embryogenesis.	  	  The	  BRE	  was	  independently	  found	  in	  promoters	  of	  three	  known	  

BMP	  target	  genes:	  Id3,	  Vent2,	  Bambi	  (Karanulanov	  et	  al.,	  2004;	  von	  Bubnoff	  et	  al.,	  2005).	  	  	  A	  

comparison	  of	  the	  Xenopus,	  Human,	  and	  Mouse	  Id3	  promoters	  shows	  a	  high	  degree	  of	  

conservation	  in	  a	  49	  bp	  region	  (-‐718/-‐670)	  among	  all	  three	  Id3	  promoters.	  	  	  	  This	  BRE	  

contains	  a	  SBE	  and	  GC-‐rich	  sequence	  similar	  to	  an	  OAZ	  binding	  site.	  	  The	  BRE	  of	  Xenopus	  

Id3	  (X.Id3)	  consensus	  sequence	  is	  “5’-‐GRCGNC-‐NNNNN-‐GTCG-‐3’.	  	  	  	  The	  Xenopus	  Id3	  BRE	  

shares	  similarities	  to	  a	  previously	  published	  BRE	  found	  in	  the	  mouse	  Id1	  promoter	  

(Katagiri	  et	  al.,	  2002;	  Korchyinskyi	  et	  al.,	  2002;	  López-‐Rovira	  et	  al.,	  2002).	  	  The	  Id1	  BRE	  

promoter	  has	  a	  SBE	  and	  a	  GC	  rich	  palindromic	  sequence	  5’-‐GGCGCC-‐3’.	  	  Smad1/5/8	  can	  

bind	  this	  Id1	  palindromic	  sequence	  while	  Smad4	  preferentially	  binds	  to	  the	  SBE.	  	  The	  

palindromic	  sequence	  5’-‐GACGCC-‐3’	  of	  Xenopus	  Id3	  BRE	  is	  very	  similar	  to	  the	  Id1	  except	  

with	  one	  nucleotide	  difference	  (Figure	  1.3).	  	  All	  the	  X.	  Id3	  BRE,	  X.	  Vent2	  BRE,	  mouse	  Id1	  

BRE	  are	  sufficient	  for	  BMP	  response	  (Katagiri	  et	  al.,	  2002;	  Korchyinskyi	  et	  al.,	  2002;	  López-‐

Rovira	  et	  al.,	  2002;	  von	  Bubnoff	  et	  al.,	  2005).	  	  Although	  the	  X.	  Id3	  BRE	  is	  responsive	  in	  

Xenopus,	  whether	  this	  particular	  BRE	  is	  responsiveness	  to	  BMPs	  in	  a	  mammalian	  system	  

(in	  particular	  mouse	  embryonic	  stem	  cells)	  will	  be	  addressed	  in	  my	  thesis.	  	  It	  is	  

hypothesized	  that	  in	  mammals,	  the	  X.	  Id3	  BRE	  acts	  as	  an	  activator	  of	  BRE-‐mediated	  BMP	  

signaling.	  
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Figure	  1.3:	  
	  

	  
	  
	  

Figure	  1.3:	  	  Comparison	  of	  BRE	  sequences	  from	  different	  species.	  	  Each	  BRE	  is	  

aligned	  for	  sequence	  comparison	  of	  their	  Smad1	  Binding	  Site	  (Red)	  and	  the	  Smad	  Binding	  

Element	  (Blue).	  	  	  The	  SBE	  is	  highly	  conserved	  across	  all	  species.	  	  The	  Smad	  Binding	  Site	  is	  

GC-‐rich	  and	  differs	  by	  2	  nucleotides	  between	  species.	  
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Non-canonical	  BMP	  signaling:	  

	   BMPs	  can	  also	  transduce	  signaling	  via	  a	  non-‐canonical	  (Smad-‐independent)	  

pathway.	  	  The	  best-‐established	  example	  of	  non-‐canonical	  BMP	  signaling	  pathway	  is	  the	  

activation	  of	  the	  TGFβ-‐activated	  kinase	  1	  (Tak1,	  a	  MAP	  kinase	  kinase	  kinase	  (MKKK)	  

(Yamaguchi	  et	  al.,	  1995;	  Gunnell	  et	  al.,	  2010).	  	  Tak1	  can	  be	  activated	  by	  BMPs	  or	  TGF-‐β	  and	  

directly	  phosphorylates	  MKKK	  3/6,	  leading	  to	  the	  subsequent	  phosphorylation	  and	  

activation	  of	  p38	  pathway	  by	  (Moriguchi	  et	  al.,	  1996;	  and	  Shirakabe	  et	  al.,	  1997).	  	  During	  

Xenopus	  embryonic	  development,	  Tak1	  is	  involved	  in	  mesoderm	  induction	  and	  patterning.	  	  

Tak1	  deficient	  mouse	  embryos	  have	  defects	  in	  the	  vasculature	  of	  the	  embryo	  proper	  and	  

yolk	  sac,	  a	  phenotype	  with	  striking	  similarities	  to	  that	  exhibited	  by	  loss-‐of-‐function	  

mutations	  in	  the	  gene	  encoding	  for	  the	  Type	  I	  receptor,	  ALK1	  (Jadrich	  et	  al.,	  2006).	  	  This	  

evidence	  suggests	  that	  Tak1	  can	  act	  through	  a	  TGF-‐β	  responsive	  pathway	  in	  vivo	  to	  regulate	  

vascular	  development.	  	  The	  relative	  roles	  of	  canonical	  versus	  non-‐canonical	  BMP	  pathways,	  

and	  whether	  they	  act	  independently,	  cooperatively	  (Stanton	  et	  al.,	  2004;	  Qiao	  et	  al.,	  2005;	  

Reilly	  et	  al.,	  2005),	  or	  antagonistically	  with	  each	  other	  is	  still	  not	  well	  understood	  and	  

more	  complex	  than	  we	  thought	  previously. 	  

	  

Spatial	  Restriction	  of	  BMP	  signaling	  Activity:	  

	   The	  spatial	  regulation	  of	  BMP	  activity	  in	  a	  developing	  embryo	  is	  achieved	  by	  

regulation	  at	  multiple	  levels	  from	  ligand	  expression	  to	  Smad	  activity.	  	  Transcription	  of	  

BMPs	  is	  spatially	  regulated	  when	  transcription	  factors	  required	  for	  BMP	  transcriptional	  

activation	  or	  repression	  is	  localized	  within	  the	  embryo.	  	  	  At	  the	  ligand	  level,	  BMPs	  can	  be	  

spatially	  regulated	  through	  a	  positive	  feedback	  loop	  to	  localized	  BMPs	  within	  the	  embryo.	  	  
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An	  good	  example	  is	  the	  positive	  regulation	  of	  Dpp	  in	  wing	  disc	  development	  of	  the	  

Drosophila	  embryos.	  	  In	  the	  Drosophila	  wing	  disc,	  Hedgehog	  is	  expressed	  in	  the	  posterior	  

compartment	  of	  the	  wing	  disc	  and	  can	  induce	  Dpp	  expression	  anteriorly	  to	  its	  expression	  

domain	  (Zecca	  et	  al.,	  1995;	  Nahmad	  et	  al.,	  2009).	  	  	  Another	  example	  of	  spatial	  regulation	  of	  

BMP	  ligands	  can	  be	  seen	  in	  zebrafish	  embryos.	  	  The	  maternal	  BMP	  molecule,	  Radar	  

(GDF6A),	  and	  the	  maternal	  transcription	  factor,	  POU2,	  are	  ubiquitously	  expressed	  and	  can	  

induced	  BMP2b,	  BMP7a,	  and	  BMP4	  transcription.	  	  However,	  BMP2b	  transcription	  is	  

repressed	  in	  the	  dorsal	  side	  of	  the	  embryo	  by	  the	  dorsally-‐expressed	  transcriptional	  

repressor,	  Bozozok	  (Leung	  et	  al.,	  2003),	  and	  FGF	  signaling	  (Fürthauer	  et	  al.,	  2004).	  	  This	  

repression	  leads	  to	  the	  enrichment	  of	  BMP	  mRNAs	  and	  proteins	  in	  the	  ventral	  side	  of	  the	  

embryo.	  	  	  Spatial	  regulation	  of	  BMP	  expression	  through	  its	  ligand	  localization	  is	  important	  

for	  proper	  embryonic	  development.	  

Spatial	  regulation	  of	  BMP	  activity	  is	  also	  determined	  by	  ligand	  heterodimerization,	  

creating	  a	  localized	  area	  of	  high	  BMP	  activity.	  	  In	  Drosophila	  embryos,	  the	  BMP	  orthologs	  

Decapentaplegic	  (Dpp)	  and	  Screw	  (Scw)	  ligands	  are	  required	  for	  dorsal-‐ventral	  (D/V)	  axis	  

specification	  and	  patterning.	  	  In	  blastoderm	  stage	  embryos,	  Dpp	  is	  expressed	  in	  the	  

dorsalmost	  part	  of	  the	  embryo	  and	  restricted	  dorsally	  through	  repression	  by	  Dorsal	  (Dl)	  in	  

ventral	  cells	  (Morisato	  et	  al.,	  1995),	  while	  Scw	  is	  expressed	  ubiquitously	  (Arora	  et	  al.,	  

1994).	  	  Both	  Dpp	  and	  Scw	  are	  required	  to	  establish	  the	  high	  BMP	  signaling	  necessary	  to	  

specify	  the	  amnioserosa.	  	  	  Dpp/Scw	  ligand	  heterodimers	  have	  high	  affinity	  for	  Short	  

gastrulation	  (Sog)	  and	  Twisted	  gastrulation	  (Tsg)	  and	  are	  transported	  dorsally	  by	  Sog	  and	  

Tsg.	  	  This	  results	  in	  high	  levels	  of	  p-‐Mad	  accumulation	  at	  the	  dorsal	  midline	  just	  prior	  to	  

gastrulation	  (Shimmi	  et	  al.,	  2005).	  	  The	  Dpp/Scw	  ligand	  heterodimers	  are	  able	  to	  
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synergistically	  stimulate	  phosphorylation	  of	  Mad	  compared	  to	  their	  homodimers	  alone	  

(Shimmi	  et	  al.,	  2005).	  	  Additionally,	  ligand	  heterodimerization	  such	  as	  BMP2-‐BMP7	  can	  

rescue	  BMP2b/Swirl	  mutants	  in	  gastrulating	  zebrafish	  embryos	  to	  specify	  ventral	  fates	  

while	  BMP2-‐BMP2	  homodimer	  does	  not	  (Little	  et	  al.,	  2009).	  	  Heterodimerization	  of	  BMP	  

ligands	  can	  therefore	  contribute	  to	  spatial	  regulation	  of	  BMP	  activity	  and	  subsequently	  cell	  

fate	  determination.	  

	   Cleavage	  of	  BMPs	  from	  their	  inactive	  to	  mature	  form	  can	  bring	  another	  layer	  of	  

spatial	  regulation.	  	  	  In	  Drosophila,	  Dpp	  proteins	  are	  cleaved	  at	  two	  sites:	  S1	  and	  S2	  (Sopory	  

et	  al.,	  2010).	  	  In	  the	  Drosophila	  wing,	  both	  sites	  are	  cleaved	  whereas	  in	  the	  midgut	  only	  the	  

S1	  site	  is	  utilized	  for	  cleavage	  (Sopory	  et	  al.,	  2010).	  	  Cleavage	  at	  both	  sites	  confers	  higher	  

levels	  and	  longer	  more	  stable	  Dpp	  signaling	  in	  the	  wing	  disc.	  	  In	  a	  S2	  cleavage	  mutant	  BMP4	  

mouse,	  only	  a	  subset	  of	  BMP4	  functions	  is	  affected	  suggesting	  S2/BMP4	  cleavage	  may	  be	  

tissue	  specific	  (Goldman	  et	  al.,	  2006).	  

	   Differential	  expression	  of	  BMP	  receptors	  can	  also	  contribute	  to	  spatially	  defined	  

BMP	  signaling	  activity	  during	  embryogenesis.	  	  One	  example	  is	  the	  differential	  expression	  of	  

BMP	  Type	  I	  Receptor	  (BMPRI),	  Thick	  Veins	  (Tkv)	  in	  Drosophila.	  	  Tkv	  is	  downregulated	  in	  

and	  just	  anterior	  to	  the	  Dpp	  expression	  domain,	  resulting	  in	  a	  dip	  in	  p-‐Mad	  staining	  close	  to	  

the	  anterior/posterior	  border.	  	  However,	  Tkv	  expression	  is	  upregulated	  in	  the	  posterior	  

compartment	  (Entchev	  et	  al.,	  2000;	  Tanimoto	  et	  al.,	  2000;	  Teleman	  et	  al.,	  2000)	  of	  the	  

imaginal	  disc.	  	  	  The	  differential	  expression	  domains	  of	  the	  BMP	  Type	  I	  receptor	  are	  

essential	  to	  establish	  BMP	  gradient	  activity	  for	  proper	  formation	  of	  the	  wing	  longitudinal	  

veins.	  	  	  In	  mouse	  embryos,	  it	  has	  been	  shown	  that	  BMPRIA	  mRNA	  was	  only	  detected	  in	  

blastocysts,	  whereas	  BMPRIB	  transcripts	  were	  detected	  at	  all	  stages	  from	  the	  one-‐cell	  
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zygote	  to	  the	  4-‐cell	  stage,	  but	  not	  in	  the	  compacted	  morula	  and	  blastocyst	  (Roelen	  et	  al.,	  

1997).	  	  This	  suggests	  that	  at	  different	  developmental	  stages	  different	  receptors	  are	  utilized	  

for	  cell	  fate	  determination	  and	  specification.	  

	   Ligand/receptor	  affinities	  can	  also	  govern	  BMP	  activity	  within	  the	  embryo.	  	  	  It	  has	  

been	  shown	  that	  BMP	  receptors	  possess	  varying	  affinities	  for	  their	  ligands	  (Wrana	  et	  al.,	  

1992;	  Brummel	  et	  al.,	  1994;	  Koenig	  et	  al.,	  1994;	  Penton	  et	  al.,	  1994;	  Wrana	  et	  al.,	  1994;	  

Letsou	  et	  al	  1995;	  Nohno	  et	  al.,	  1995;	  Yamashita	  et	  al.,	  1995;	  Natsume	  et	  al.,	  1997;	  Hata	  et	  

al.,	  2000;	  Kirsch	  et	  al.,	  2000;	  Greenwald	  et	  al.,	  2003;	  Sebald	  et	  al.,	  2004).	  	  	  Binding	  of	  ligands	  

to	  receptors	  can	  occur	  through	  two	  possible	  binding	  modes:	  sequential	  or	  cooperative	  

binding.	  	  In	  the	  sequential	  mode,	  the	  Type	  II	  receptor	  binds	  ligands	  with	  high	  affinity,	  

followed	  by	  the	  binding	  of	  the	  Type	  I	  Receptor,	  which	  has	  a	  lower	  affinity	  to	  the	  free	  ligand	  

(Wrana	  et	  al.,	  1992;	  Attisano	  et	  al.,	  1993;	  Ebner	  et	  al.,	  1993;	  Franzen	  et	  al.,	  1993;	  Bassing	  et	  

al.,	  1994;	  Brummel	  et	  al.,	  1994;	  Wrana	  et	  al.,	  1994).	  	  Ligand	  binding	  to	  the	  Type	  I	  receptor	  

only	  occurs	  when	  the	  ligand	  is	  first	  bound	  to	  the	  Type	  II	  receptor.	  	  	  In	  the	  cooperative	  

mode,	  the	  Type	  I	  and	  II	  receptors	  bind	  to	  ligand	  with	  high	  affinity	  when	  expressed	  together	  

but	  bind	  with	  low	  affinity	  when	  expressed	  separately	  	  (Koenig	  et	  al.,	  1994;	  ten	  Dijke	  et	  al.,	  

1994;	  Letsou	  et	  al.,	  1995;	  Liu	  et	  al.,	  1995;	  Nohno	  et	  al.,	  1995;	  Rosenzweig	  et	  al.,	  1995;	  

Yamashita	  et	  al.,	  1995;	  Saitoh	  et	  al.,	  1996).	  	  Both	  modes	  of	  binding	  possibly	  could	  modulate	  

receptor	  promiscuity	  and	  therefore	  BMP	  activity.	  	  Research	  suggests	  that	  the	  BMPs	  bind	  

cooperatively	  (Massague	  et	  al.,	  1998).	  	  BMP	  ligands	  display	  low	  affinity	  to	  both	  Type	  I	  and	  

Type	  II	  receptors	  alone,	  but	  high	  affinity	  when	  the	  two	  receptors	  are	  present.	  	  	  For	  example,	  

the	  Activin	  receptor	  II	  and	  Activin	  receptor	  IIB	  are	  bona	  fide	  activin	  receptors,	  which	  on	  
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their	  own,	  bind	  BMP	  poorly,	  if	  at	  all.	  	  However,	  ACTRII	  and	  ACTRIIB	  can	  bind	  BMP2	  and	  

BMP7	  in	  cooperation	  with	  BMPRIA	  or	  BMPRIB	  (Yamashita	  et	  al.,	  1995).	  

Membrane-‐bound	  molecules	  also	  add	  another	  level	  of	  regulation,	  to	  either	  promote	  

BMP	  signaling	  or	  inhibit	  BMP	  diffusion.	  	  A	  notable	  example	  is	  the	  membrane-‐bound	  

inhibitor	  known	  as	  Bambi	  (BMP	  and	  Activin	  Membrane-‐Bound	  Inhibitor).	  	  Bambi	  is	  a	  

receptor	  that	  can	  form	  a	  complex	  with	  BMP	  ligands	  at	  the	  cell	  surface	  to	  prevent	  BMP	  

diffusion	  while	  restricting	  BMP	  activity	  during	  embryogenesis	  (Onichtchouk	  et	  al.,	  1999).	  	  

Bambi	  can	  be	  considered	  a	  pseudoreceptor	  because	  it	  sequesters	  BMP	  ligands	  away	  from	  

the	  Type	  I	  and	  Type	  II	  receptors.	  

	   Lastly,	  Smads	  are	  expressed	  ubiquitously	  in	  most	  cells	  and	  their	  activation	  is	  

determined	  by	  specific	  receptors.	  	  The	  length	  of	  the	  response	  to	  BMPs	  can	  be	  modulated	  by	  

post-‐translational	  modifications	  of	  Smads	  by	  Mitogen-‐Activated	  Protein	  Kinases	  (MAPKs)	  

or	  Wnts.	  	  In	  Xenopus,	  Smad1	  linker	  can	  be	  phosphorylated	  by	  MAPK	  and	  targeted	  to	  Smurf1	  

(an	  E3	  ubiquitin-‐protein	  ligase)	  for	  degradation,	  thus	  resulting	  in	  reduced	  BMP	  signaling	  

activity	  in	  the	  dorsal	  part	  of	  the	  embryo	  (Sapkota	  et	  al.,	  2007).	  	  Similarily,	  Glycogen	  

Synthase	  Kinase	  3	  (GSK3)	  can	  phosphorylate	  Smad1,	  to	  promote	  Smad	  degradation	  via	  

Smurf1	  (Fuentealba	  et	  al.,	  2007).	  	  Wnt	  can	  inhibit	  GSK3	  and	  promote	  BMP	  activity	  by	  

maintaining	  Smad1	  expression	  (Fuentealba	  et	  al.,	  2007).	  	  	  Post-‐translational	  modification	  is	  

another	  way	  to	  fine-‐tune	  the	  BMP	  response	  after	  BMP	  ligand	  activation.	  

	   During	  embryonic	  development,	  BMP	  signaling	  can	  be	  activated	  locally	  or	  over	  a	  

long	  distance	  in	  order	  to	  specific	  certain	  cell	  fates.	  	  As	  illustrated	  above,	  there	  are	  multiple	  

mechanisms	  to	  achieve	  spatial	  regulation	  of	  BMP	  signaling	  activity.	  	  To	  complete	  our	  

understanding	  of	  how	  BMP	  ligands	  are	  spatially	  regulated,	  identifying	  BMP	  targets	  is	  also	  
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essential.	  	  Despite	  the	  wealth	  of	  information	  on	  BMP	  signaling,	  a	  limited	  number	  of	  bona	  

fide	  direct	  targets	  of	  BMP	  signaling	  have	  been	  identified:	  Brinker,	  Vent2,	  Id1-4,	  Msx2	  

(Brugger	  et	  al.,	  2004),	  Gata2	  (Friedle	  et	  al.,	  2002).	  	  Therefore,	  to	  fully	  understand	  the	  

transcriptional	  controls	  mediated	  by	  BMP	  signaling,	  we	  need	  to	  find	  all	  the	  key	  molecular	  

players.	  	  Together	  with	  what	  we	  already	  know	  of	  how	  BMPs	  are	  spatially	  regulated	  and	  

identifying	  more	  BMP	  targets	  genes,	  it	  is	  possible	  to	  uncover	  additional	  mechanisms	  

regulating	  BMP	  activity	  during	  embryo	  development.	  

	   	  

BMPs	  in	  Embryonic	  Stem	  Cells	  and	  Mouse	  Embryo:	  

Mouse	  ES	  cells	  were	  first	  isolated	  in	  1981	  from	  the	  inner	  cell	  mass	  (ICM)	  of	  mouse	  

blastocysts	  (Evans	  et	  al.,	  1981,	  Martin,	  1981).	  	  ES	  cells	  can	  differentiate	  into	  a	  wide	  variety	  

of	  cell	  types,	  in	  particular,	  the	  three	  germ	  layers	  (ectoderm,	  mesoderm,	  and	  endoderm	  

tissues).	  	  	  The	  maintenance	  of	  mouse	  ES	  cells	  in	  a	  self-‐renewal	  state	  requires	  the	  presence	  

of	  cytokine	  leukemia	  inhibitory	  factor	  (LIF)	  and	  BMP4	  (Ying	  et	  al.,	  2003).	  	  The	  binding	  of	  

LIF	  to	  the	  Gp130/LIFReceptor-‐β	  activates	  the	  Jak-‐STAT3	  pathway	  (Niwa	  et	  al.,	  1998).	  	  This	  

subsequently	  leads	  to	  the	  activation	  expression	  of	  Klf4	  (kruppel-‐like	  zinc	  finger	  

transcription	  factor),	  which	  maintains	  Sry-‐box	  containing	  gene	  2	  (Sox2),	  a	  pluripotency	  

transcription	  factor	  expressed	  in	  ES	  cells	  (Niwa	  et	  al.,	  2009).	  	  BMPs	  are	  normally	  present	  in	  

ES	  culture	  media	  supplemented	  with	  fetal	  calf	  serum	  (FCS).	  	  Depletion	  of	  BMP	  ligands	  from	  

the	  FCS	  serum	  causes	  spontaneously	  differentiation	  (Ying	  et	  al.,	  2003,	  Reversade	  et	  al.,	  

2005).	  	  Some	  of	  the	  target	  genes	  regulated	  by	  BMP4	  are	  the	  Id	  genes	  (Hollnagel	  et	  al.,	  1999;	  

Ying	  et	  al.,	  2003).	  	  	  Importantly,	  ES	  cells	  overexpressing	  the	  Id	  genes	  can	  self-‐renew	  in	  the	  
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absence	  of	  BMP4.	  	  This	  demonstrates	  that	  the	  induction	  of	  the	  Id	  genes	  is	  critical	  for	  

BMP4/Smad-‐mediated	  pathway	  in	  ES	  cell	  self-‐renewal.	  	  

The	  interplay	  between	  extrinsic	  cues	  and	  intrinsic	  transcriptional	  responses	  

determines	  ES	  cell	  self-‐renewal	  (Niwa	  et	  al.,	  2007;	  Chen	  et	  al.,	  2008)	  and	  lineage	  

commitment.	  	  	  The	  intrinsic	  pluripotency	  core	  transcriptional	  factors	  in	  ES	  cells	  are	  Oct4	  

(Pou5f1),	  Sox2,	  and	  Nanog.	  	  Oct4	  is	  essential	  for	  early	  embryonic	  development	  (Nichols	  et	  

al.,	  1998;	  Boiani	  et	  al.,	  2005).	  	  Oct4	  depletion	  in	  ES	  cells	  leads	  to	  trophoblast	  differentiation	  

and	  a	  derepression	  of	  Caudal-‐related	  homeobox	  2	  (Cdx2)	  (Niwa	  et	  al.,	  2005).	  	  Additionally,	  

Oct4	  can	  interact	  with	  Sox2	  to	  coregulate	  a	  number	  of	  genes	  (Boyer	  et	  al.,	  2005).	  	  A	  third	  

well-‐studied	  transcription	  factor	  is	  Nanog,	  a	  homedomain	  protein,	  which	  can	  also	  sustain	  

pluripotency	  in	  ES	  cells	  even	  in	  the	  absence	  of	  LIF	  (Mitsui	  et	  al.,	  2002;	  Chambers	  et	  al.,	  

2003).	  	  Oct4,	  Sox2,	  and	  Nanog	  form	  a	  core	  regulatory	  network	  in	  ES	  cells	  self-‐renewal	  and	  

pluripotency.	  	  An	  extrinsic	  cue	  such	  as	  BMP	  could	  be	  a	  part	  of	  this	  network	  regulation.	  	  

However,	  little	  work	  has	  been	  done	  to	  examine	  how	  BMPs	  (an	  extrinsic	  factor)	  could	  be	  

regulated	  by	  the	  Oct4/Sox2/Nanog	  network.	  	  Some	  evidence	  shows	  that	  Oct4	  depletion	  

leads	  to	  a	  reduction	  of	  Smad1	  and	  Stat3	  binding	  based	  on	  chromatin	  imummoprecipitation	  

(ChIP)	  (Chen	  et	  al.,	  2008).	  	  Additionally,	  Oct4	  binding	  to	  the	  BMP4	  promoter	  region	  has	  

been	  observed	  (Sridharan	  et	  al.,	  2009).	  	  These	  data	  suggest	  that	  BMP4	  may	  play	  a	  role	  in	  

the	  establishment	  of	  ES	  cell	  self-‐renewal	  through	  a	  possible	  Oct4	  interaction.	  

	   The	  mechanisms	  of	  BMP	  signaling	  during	  early	  embryogenesis	  have	  been	  studied	  

extensively	  in	  many	  different	  model	  organisms	  (Drosophila,	  Xenopus,	  and	  zebrafish).	  	  

However,	  evidence	  of	  BMP	  activity	  in	  early	  preimplantation	  mouse	  embryos	  is	  limited.	  

Coucouvanis	  and	  Martin	  (1999)	  showed	  by	  in	  situ	  hybridization	  that	  BMP4	  mRNA	  is	  
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present	  exclusively	  in	  the	  ICM	  cells	  of	  the	  blastocyst.	  	  Additionally,	  BMP	  inhibition	  using	  a	  

dominant	  negative	  BMPRIB	  cDNA	  blocked	  both	  cavitation	  and	  expression	  of	  Hnf4a,	  a	  

marker	  of	  visceral	  endoderm,	  in	  vitro	  using	  cultured	  embryoid	  bodies	  (PSA1	  embryonal)	  

from	  carcinoma	  cells.	  	  This	  finding	  is	  the	  first	  to	  implicate	  BMPs	  in	  the	  cavitation	  of	  mouse	  

embryos.	  	  Lastly,	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  of	  mouse	  embryos	  at	  the	  2-‐cell	  stage	  to	  epiblast	  stage	  

shows	  the	  presence	  of	  BMP	  ligands	  (Tang	  et	  al.,	  2011).	  

	  

Dissertation	  Objectives/Goals:	  

	   This	  dissertation	  will	  first	  focus	  on	  characterizing	  the	  activity	  of	  an	  evolutionarily	  

conserved	  BRE	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  I	  would	  like	  to	  test	  whether	  the	  X.Id3	  BRE-‐reporter	  is	  

important	  for	  mediating	  BRE-‐dependent	  BMP	  signaling	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  This	  will	  provide	  

further	  evidence	  that	  the	  X.Id3	  BRE	  identified	  our	  lab	  is	  highly	  conserved.	  	  Secondly,	  I	  

would	  like	  to	  ascertain	  if	  the	  X.Id3	  BRE	  is	  responsible	  for	  regulating	  all	  BMP	  targets	  or	  if	  it	  

only	  modulates	  a	  subset	  of	  BMP	  target	  genes	  using	  a	  high-‐throughput	  sequencing	  

approach.	  	  Our	  study	  will	  address	  whether	  there	  is	  a	  universal	  BRE	  that	  can	  regulate	  BMP	  

pathway	  target	  genes	  or	  if	  additional	  regulatory	  elements	  are	  required	  for	  BMP	  signaling.	  	  

Third,	  I	  will	  investigate	  the	  role	  of	  BMPs	  in	  early	  mouse	  embryo	  development	  and	  whether	  

active	  BMP	  signaling	  is	  present.	  	  This	  will	  demonstrate	  the	  importance	  of	  BMPs	  during	  

early	  mouse	  embryogenesis.	  	  Lastly,	  I	  will	  examine	  how	  BMP	  can	  integrate	  into	  the	  

Oct4/Sox2/Nanog	  regulatory	  network	  to	  regulate	  ES	  self-‐renewal.	  	  Our	  findings	  will	  shed	  

more	  light	  into	  the	  molecular	  role	  of	  BMP	  signaling	  during	  early	  mouse	  development.	  	  	  
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Chapter2	  

The	  BMP-Responsive	  Element	  (BRE)	  is	  an	  evolutionarily	  conserved	  

module	  for	  BMP	  signaling	  in	  mouse	  embryonic	  stem	  cells.	  

Research	  in	  the	  Cho	  lab	  has	  demonstrated	  in	  Xenopus	  embryos	  that	  BMP4	  can	  

regulate	  the	  Vent2	  and	  Id3	  (Inhibitors	  of	  differentiation)	  genes	  via	  a	  recognized	  specific	  

target	  sequence	  known	  as	  the	  BRE	  (BMP	  Responsive	  Element:	  5’-‐GRCGNCNNNNNGTCTG-‐

3’)	  motif.	  	  BRE	  is	  an	  evolutionarily	  conserved	  regulatory	  module	  that	  can	  mediate	  BMP	  

response	  in	  various	  organisms	  ranging	  from	  Drosophila,	  Xenopus,	  and	  Zebrafish	  (von	  

Bubnoff	  et	  al.,	  2005;	  Yao	  et	  al.,	  2008;	  Alexander	  et	  al.,	  2011).	  	  The	  BMP	  response	  element	  

identified	  in	  the	  Xenopus	  Id3	  promoter	  by	  our	  lab	  was	  not	  the	  first	  BRE	  identified.	  The	  

Korchynskyi,	  ten	  Dijke,	  and	  Mummery	  groups	  have	  previously	  identified	  a	  different	  BRE	  in	  

the	  promoter	  of	  Id1	  gene	  (Korchynskyi	  et	  al.,	  2002;	  Monteiro	  et	  al.,	  2004;	  Monteiro	  et	  al.,	  

2008).	  	  In	  their	  studies,	  they	  took	  two	  short	  sequences	  (-‐1105/-‐1080	  and	  -‐1052/-‐1032)	  

upstream	  of	  the	  Id1	  promoter	  that	  they	  considered	  to	  be	  the	  most	  important	  for	  BMP	  

response	  and	  fused	  two	  copies	  of	  this	  “BRE”	  sequence	  in	  opposing	  orientation	  to	  an	  

adenoviral	  minimal	  promoter	  construct.	  	  This	  BRE-‐luciferase	  reporter	  can	  activate	  

Smad1/5/8	  through	  the	  canonical	  BMP	  signaling	  pathway.	  	  	  Previously,	  published	  studies	  

by	  these	  groups	  have	  previously	  generated	  BRE	  reporter	  mouse	  ES	  cell	  lines	  (BRE-‐luc,	  

BRE-‐lac1,	  and	  BRE-‐lac2)	  and	  transgenic	  BRE	  reporter	  mice	  (BRE-‐lac1	  and	  BRE-‐lac2)	  

(Korchynskyi	  et	  al.,	  2002;	  Monteiro	  et	  al.,	  2004;	  Monteiro	  et	  al.,	  2008).	  

Here,	  I	  would	  like	  to	  investigate	  whether	  the	  BMP	  responsive	  element,	  an	  

evolutionarily	  conserved	  module,	  can	  also	  mediate	  the	  BMP	  response	  in	  mouse	  embryonic	  
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stem	  cells.	  	  Although,	  the	  BRE	  have	  been	  shown	  to	  function	  in	  Drosophila	  to	  mediate	  

Brinker	  repression	  (Yao	  et	  al.,	  2006;	  Yao	  et	  al.,	  2008)	  and	  activation	  of	  Id3	  genes	  in	  Xenopus	  

(von	  Bubnoff	  et	  al.,	  2005),	  the	  question	  as	  to	  whether	  the	  BRE	  can	  mediate	  BMP	  signaling	  

in	  mouse	  ES	  cells	  remains	  untested.	  	  	  

	  

Material	  and	  Methods:	  

Generation	  of	  the	  BRE-gal	  Reporter	  Mouse	  Embryonic	  Stem	  Cell	  Line:	  

	   The	  7xBRE-‐gal	  reporter	  gene	  was	  created	  by	  digesting	  the	  7xBRE-‐XId3-‐pCX	  GFP3	  

(von	  Bubnoff	  et	  al.,	  2005)	  construct	  with	  HindIII	  and	  SpeI.	  	  Once	  the	  7xBRE	  concatamer	  and	  

X.Id3	  (-‐201/+70)	  minimal	  promoter	  was	  isolated,	  this	  sequence	  was	  subcloned	  into	  the	  

HindIII	  and	  XbaI	  digested	  pBAT-‐Gal	  (Maretto	  et	  al.,	  2003)	  vector,	  thus	  generating	  a	  7xBRE-‐

201-‐XId3-‐nlsLacZ/PGKNeo	  construct,	  also	  referred	  to	  as	  BRE-‐gal.	  	  Mouse	  ES	  cells	  were	  

electrophorated	  with	  the	  linearized	  7xBRE-‐201-‐X.Id3-‐nlsLacZ/PGKNeo	  plasmid.	  	  

Neomycin-‐resistant	  ES	  cell	  colonies	  were	  subjected	  to	  Southern	  blot	  to	  confirm	  single-‐copy	  

integration.	  	  From	  this,	  six	  colonies	  were	  analyzed	  for	  normal	  chromosome	  count,	  and	  two	  

BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cell	  lines	  were	  established.	  	  This	  was	  performed	  by	  Aixu	  Sun	  in	  the	  Cho	  

lab.	  

	  

Mouse	  ES	  Cell	  Culture	  Conditions:	  

E14Tg2a	  mouse	  ES	  cells	  were	  cultured	  on	  0.1%	  gelatin-‐coated	  plates	  containing	  GMEM	  

medium	  (Sigma	  Aldrich,	  #G5153)	  with	  10%	  FBS	  (Hyclone,	  catalog	  #SH30071.03),	  0.1mM	  

NEAA,	  1mM	  Sodium	  Pyruvate,	  1000U/ml	  LIF	  (Millipore,	  catalog	  #ESG1107),	  and	  0.1mM	  2-‐
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Mercaptoethanol.	  Cells	  were	  maintained	  at	  37°C,	  5%	  CO2,	  and	  split	  using	  0.25%	  trypsin	  

(Life	  Technologies,	  catalog	  #15400-‐054).	  	  Cells	  were	  split	  every	  other	  day	  and	  split	  using	  a	  

1:8	  ratio.	  	  Frozen	  cell	  stocks	  were	  stored	  using	  10%	  DMSO	  and	  90%FBS.	  

ONPG/B-galactosidase	  Assay:	  	  

	   The	  levels	  of	  β-‐galactosidase	  expressed	  in	  cells	  were	  measured	  using	  an	  ONPG	  

(ortho-‐nitrophenyl-‐beta-‐D-‐galactopyranoside)	  colorimetric	  assay.	  	  β-‐galactosidase	  

catalyzes	  the	  hydrolysis	  of	  ortho-‐nitrophenyl-‐beta-‐D-‐galactopyranoside(ONPG),	  a	  lactose	  

analog,	  into	  galactose	  and	  ortho-‐nitrophenol	  (ONP),	  which	  produces	  a	  yellow	  color	  that	  can	  

be	  quantified	  using	  a	  spectrophometer.	  

BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  were	  treated	  with	  various	  secreted	  ligands	  (TGF-‐β	  (R&D),	  

WNT3a	  (R&D),	  Activins	  (Sigma),	  GDF3,	  FGF4	  (fibroblast	  growth	  factor	  4),	  BMP2	  (R&D),	  

and	  BMP4	  (R&D)	  at	  two	  different	  concentrations:	  5ng/ml	  and	  20ng/ml)	  for	  12hrs	  in	  

regular	  E14	  culture	  media.	  	  Cells	  were	  harvested	  12hrs	  after	  stimulation	  by	  washing	  cells	  

once	  with	  1xPBS	  and	  then	  lysing	  the	  cells	  in	  400ul	  of	  lysed	  buffer	  (25	  mM	  Tris-‐PO4	  (pH	  

7.8),	  15%	  glycerol,	  2%	  CHAPS	  {3-‐[(3-‐cholamidopropyl)-‐dimethylammonio]-‐1-‐

propanesulfonate},	  1%	  lecithin,	  1%	  bovine	  serum	  albumin,	  4	  mM	  EGTA	  (pH	  8.0),	  8	  mM	  

MgCl2,	  and	  0.4	  mM	  phenylmethylsulfonyl	  fluoride).	  	  	  Cells	  were	  spun	  down	  after	  lysis	  and	  

the	  supernatant	  for	  each	  treatment	  was	  collected	  for	  ONPG	  assay.	  	  100µl	  of	  lysate	  and	  100	  

µl	  of	  ONPG	  solution	  was	  mixed	  and	  incubated	  at	  37oC	  for	  15	  minutes	  and	  the	  reaction	  was	  

stopped	  by	  1M	  sodium	  bicarbonate.	  	  	  After	  stopping	  reaction,	  the	  intensity	  of	  ONPG	  

reaction	  was	  measured	  at	  a	  wavelength	  of	  420nm	  in	  a	  spectrophotometer	  to	  quantitate	  β-‐

galactosidase	  expression	  upon	  various	  ligand	  treatments.	  

X-Gal	  Staining:	  	  	  



	   36	  

	   BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  were	  treated	  with	  different	  BMP	  ligands	  (BMP2,	  4,	  &7)	  for	  

24hrs.	  	  The	  cells	  were	  washed	  once	  with	  1xPBS	  (without	  calcium	  and	  magnesium	  chloride)	  

and	  fixed	  with	  0.05%	  glutaraldheyde	  for	  15	  minutes	  and	  washed	  consecutively	  with	  1xPBS	  

in	  10min	  intervals	  for	  3	  times.	  	  Cells	  were	  then	  incubated	  in	  1mg/ml	  X-‐gal	  solution	  (2mM	  

MgCl2,	  5mM	  K	  ferrocyanide,	  5mM	  K	  ferricyanide	  in	  1X	  PBS)	  contain	  1mg/ml	  of	  X-‐gal	  for	  

4hrs	  at	  37oC	  and	  washed	  with	  1XPBS	  several	  times	  before	  imaging. 

Cycloheximide	  (CHX)	  Treatment	  of	  Cells:	  

	   BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  were	  pre-‐treated	  with	  3-‐[2-‐(3,5-‐Dimethyl-‐2-‐oxocyclohexyl)-‐

2-‐hydroxyethyl]glutarimide	  (cycloheximide,	  CHX)	  (Sigma:	  C4859)	  at	  a	  concentration	  of	  

20ug/ml	  for	  2hrs.	  	  	  Cells	  were	  then	  replaced	  with	  fresh	  media	  containing	  CHX	  or	  CHX	  with	  

BMP4	  (10ng/ml)	  for	  another	  4hrs.	  	  As	  control,	  cells	  were	  also	  treated	  with	  regular	  culture	  

media	  (with	  serum)	  or	  BMP4	  separately	  for	  4hrs.	  	  	  Total	  RNA	  was	  then	  isolated	  from	  each	  

treatment	  using	  500ul	  of	  Trizol	  (Life	  Technologies,	  catalog	  #15596-‐026)	  following	  

manufacture’s	  instruction.	  	  Reverse	  transcription	  was	  performed	  using	  MMLV	  Reverse	  

Transcriptase	  (Invitrogen,	  catalog	  #28025-‐013)	  according	  to	  manufacture’s	  guideline.	  

Quantitative	  PCR	  was	  performed	  using	  SYBR	  Green	  (Roche,	  catalog	  #04-‐707-‐516-‐001)	  and	  

the	  Roche	  Lightcycler	  480.	  	  qPCR	  was	  performed	  using	  the	  following	  LacZ	  primers:	  	  

Forward:	  5’-‐GTCTTCTGACCCAGACTACCTTGTA-‐3’	  

Reverse:	  5’-‐	  CAAAGTAGGACCCGTACTCATTCT-‐3’	  

Western	  Immunoblotting:	  

	   BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  treated	  with	  LDN193189	  (Stemgent,	  catalog	  #04-‐0074,	  

lot#1861)	  alone	  or	  with	  BMP4	  were	  lysed	  in	  RIPA	  buffer	  (150mM	  NaCl,	  50mM	  Tris-‐HCl	  pH	  

8.0,	  1%	  Nonidet	  P-‐40,	  0.5%	  sodium	  deoxycholate,	  0.1%	  sodium	  dodecyl	  sulfate,	  25mM	  β-‐
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glycerophosphate,	  100nM	  sodium	  fluoride,	  and	  1mM	  sodium	  orthovanadate).	  	  Lysate	  

containing	  15μg	  of	  protein	  in	  a	  40µl	  volume	  were	  electrophoresed	  through	  a	  12%	  PAGE-‐

SDS	  gel.	  Primary	  antibodies	  used	  were:	  anti-‐p-‐Smad1/5/8	  (1:500,	  Millipore),	  anti-‐

Smad1/5/8	  (1:200,	  Santa	  Cruz	  Biotechnology),	  anti-‐HA	  (1:200,	  Santa	  Cruz	  Biotechnology),	  

anti-‐β-‐tubulin	  (1:10,000,	  Sigma).	  ECL	  kit	  (GE	  Healthcare,	  catalog	  #RPN2232)	  was	  used	  for	  

visualization.	  

Generation	  of	  the	  7XBRE	  (Del-2)-Luciferase	  Reporter	  Construct:	  	  

	   The	  7XBRE	  (Del-‐2)	  –Luciferase	  construct	  was	  generated	  using	  complementary	  

oligos	  in	  which	  two	  nucleotides	  from	  the	  5	  spacer	  region	  of	  the	  BRE	  were	  deleted.	  	  Oligos:	  

A)	  5’-‐GATCCTCTGGTCACAGGATAATAATCCTGACGCCAGAGTCTGGAGGTCA-‐3’	  	  	  

B)	  5’-‐GATCTGACCTCCAGACTCTGGCGTCAGGATTATTATCCTGTGACCGAG-‐3’	  	  

	   Each	  oligo	  was	  phosphorylated	  using	  T4	  polynucleotide	  kinase	  (PNK)	  according	  to	  

manufacture’s	  instruction	  (Invitrogen).	  	  The	  oligos	  were	  annealed	  together	  (30µl	  of	  10µM	  

concentration	  of	  both	  phosphorylated	  oligos)	  in	  a	  50µl	  reaction	  of	  1X	  Tris-‐EDTA	  buffer	  and	  

incubated	  it	  at	  95oC	  for	  4	  minutes	  and	  then	  slowly	  the	  reaction	  was	  cooled	  to	  room	  

temperature.	  	  	  The	  annealed	  oligos	  (20µg	  total	  BRE(Del-‐2)	  DNA	  )	  were	  multimerized	  using	  

T4	  ligase	  (Invitrogen).	  	  The	  ligation	  product	  was	  ran	  on	  a	  2%	  agarose	  gel	  to	  check	  for	  

multimerization	  of	  oligos.	  	  The	  mulitmerized	  ligated	  product	  was	  cleaved	  with	  BamHI	  and	  

BglII	  in	  a	  250µL	  at	  37oC	  for	  3hrs.	  	  The	  confirmation	  of	  a	  ~350bp	  band	  indicating	  a	  

multimerized	  BRE(Del-‐2)	  DNA	  fragment	  was	  followed	  by	  concentration	  of	  the	  digested	  

reaction	  into	  a	  50µL	  volume	  by	  sodium	  acetated	  precipitation.	  	  The	  concentrated	  reaction	  

was	  then	  ran	  on	  a	  1%	  agarose	  gel	  and	  gel	  extraction	  using	  a	  GeneClean	  kit	  was	  performed.	  	  

Glycogen	  precipitation	  was	  done	  after	  gel	  extraction	  of	  the	  digested	  DNA.	  
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	   After	  precipitation,	  the	  7xBRE	  (Del-‐2)	  DNA	  fragment	  was	  cloned	  into	  the	  -‐201xId3-‐

poLuc	  construct	  digested	  with	  BamHI.	  	  The	  resulting	  7xBRE	  (Del-‐2)-‐	  201xId3-‐poLuc	  

construct	  was	  transformed	  into	  DH5α	  cells.	  	  Restriction	  digest	  test	  of	  colonies	  using	  BamHI	  

and	  HindIII	  confirmed	  the	  presence	  of	  the	  multimerized	  mutant	  BRE.	  	  Each	  clone	  was	  

sequenced	  and	  the	  orientation	  of	  oligonucleotides	  was	  determined.	  	  	  	  	  

Luciferase	  and	  β-Galactosidase	  Assays:	  

The	  BRE(7X)-‐luciferase	  wild	  type	  (WT)	  and	  BRE(7X)-‐luciferase	  mutant	  (MT)	  

constructs	  were	  each	  co-‐transfected	  with	  the	  pCMV-‐β-‐galactosidase	  plasmid	  into	  wildtype	  

E14	  mouse	  ES	  cells	  using	  Lipofectamine	  2000	  (Invitrogen)	  according	  to	  manufacturer’s	  

direction.	  	  As	  a	  positive	  control,	  the	  pCMV-‐luc	  construct	  was	  also	  transfected	  into	  wildtype	  

E14	  mouse	  ES	  cells.	  Three	  biological	  replicates	  for	  each	  DNA	  transfection	  were	  prepared.	  .	  

Cell	  media	  was	  changed	  6–8	  hrs	  post-‐transfection	  and	  cells	  were	  harvested	  24	  hours	  post-‐

transfection	  in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  BMP4	  for	  8hrs.	  	  Cells	  were	  lysed	  using	  a	  cell	  

lysis	  buffer	  (25	  mM	  Tris-‐PO4	  (pH	  7.8),	  15%	  glycerol,	  2%	  CHAPS	  {3-‐[(3-‐cholamidopropyl)-‐

dimethylammonio]-‐1-‐propanesulfonate},	  1%	  lecithin,	  1%	  bovine	  serum	  albumin,	  4	  mM	  

EGTA	  (pH	  8),	  8	  mM	  MgCl2,	  and	  0.4	  mM	  phenylmethylsulfonyl	  fluoride)	  and	  the	  lysate	  was	  

subject	  to	  luciferase	  assay.	  	  50ul	  of	  cell	  lysate	  was	  mixed	  100ul	  of	  luciferase	  assay	  reagent	  

(20mM	  tricine.	  NaOH	  pH7.8,	  1mM	  magnesium	  carbonate,	  0.1mM	  EDTA,	  5mM	  DTT,	  2.7mM	  

Coenzyme	  A,	  0.5mM	  ATP,	  0.5mM	  Na-‐Luciferin	  (Sigma)).	  	  Reaction	  mixture	  was	  measured	  

using	  a	  luminometer	  (Analytical	  Luminescence	  Lab,	  Moonlight	  2010).	  	  Glow	  luminescence	  

was	  measured	  for	  10sec	  to	  obtain	  RLU	  (Renilla	  luciferase	  unit)	  values.	  	  RLU	  values	  were	  

normalized	  by	  performing	  a	  β-‐galactosidase/ONPG	  assay	  on	  each	  sample.	  

RNA	  Isolation	  &	  Quantitative	  Polymerase	  Chain	  Reaction	  (qPCR):	  
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RNA	  was	  isolated	  after	  treatment	  of	  mouse	  ES	  cells	  with	  10ng/ml	  of	  hBMP4	  (R&D	  Systems,	  

catalog	  #314-‐BP)	  using	  500µL	  of	  Trizol	  (Life	  Technologies,	  catalog	  #15596-‐026).	  Reverse	  

transcription	  was	  performed	  using	  MMLV	  Reverse	  Transcriptase	  (Invitrogen,	  catalog	  

#28025-‐013)	  according	  to	  manufacture’s	  guideline.	  	  Quantitative	  PCR	  was	  performed	  using	  

SYBR	  Green	  (Roche,	  catalog	  #04-‐707-‐516-‐001).	  	  The	  following	  qPCR	  primers	  were	  used:	  

Id3:	  

Forward:	  5’-‐CTGTCGGAACGTAGCCTGG-‐3’	  

Reverse:	  5’-‐GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG-‐3’	  

	  

Results	  and	  Discussion:	  

Chapter	  2.1:	  	  BREs	  mediate	  the	  BMP	  response	  in	  mouse	  embryonic	  stem	  cells.	  

	   Our	  lab	  generated	  a	  mouse	  ES	  cell	  line	  harboring	  a	  multimerized	  BRE	  (~46bp)	  

upstream	  of	  the	  Xenopus	  Id3	  promoter.	  	  	  The	  advantages	  of	  generating	  a	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  

line	  are	  two	  fold:	  a)	  it	  provides	  us	  an	  immediate	  transcriptional	  output	  to	  quantitate	  the	  

transcriptional	  response	  mediated	  by	  BRE,	  and	  b)	  it	  abolishes	  the	  need	  for	  conventional	  

biochemical	  and	  immunological	  techniques	  to	  detect	  BMP	  activity,	  which	  are	  time	  

consuming	  and	  expensive.	  	  	  The	  BRE-‐gal	  reporter	  line	  consists	  of	  a	  stable	  mouse	  ES	  cell	  line	  

carrying	  7	  copies	  of	  the	  46bp	  BRE,	  which	  is	  linked	  to	  a	  minimal	  X.Id3	  promoter	  (-‐

201/+70bp)	  linked	  to	  a	  LacZ/β-‐gal	  reporter	  (Figure	  2.1).	  

	   The	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  reporter	  line	  was	  treated	  with	  various	  ligands,	  including	  

BMPs,	  to	  demonstrate	  that	  the	  BRE-‐gal	  reporter	  gene	  in	  mouse	  ES	  cells	  were	  only	  

responsive	  to	  BMP	  ligands.	  	  BRE-‐gal	  ES	  cells	  were	  treated	  with	  the	  following	  ligands:	  BMP2,	  

BMP4,	  Activin,	  FGF4,	  TGF-‐β,	  WNT3A,	  and	  GDF3	  for	  12hrs	  and	  then	  subjected	  to	  an	  ONPG	  
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(ortho-‐nitrophenyl-‐β-‐galactoside)	  assay	  following	  treatment.	  	  The	  ONPG	  assay	  is	  a	  quick	  

colorimetric	  measurement	  assay	  for	  the	  detection	  of	  β-‐galactosidase	  activity	  (Fowler	  et	  al.,	  

1977).	  	  As	  seen	  in	  Figure	  2.2,	  BMP2	  and	  BMP4	  elicited	  a	  robust	  response	  (~4	  fold	  

induction),	  whereas	  other	  ligand	  treatments	  (Activin,	  FGF4,	  TGF-‐β,	  Wnt3A,	  and	  GDF3)	  did	  

not	  change	  β-‐galactosidase	  activity.	  	  The	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cell	  line	  responded	  to	  only	  

BMPs	  and	  not	  to	  Activins,	  FGFs,	  Wnts,	  and	  TGF-‐β	  ligands.	  	  These	  results	  indicate	  that	  the	  

evolutionarily	  conserved	  Xenopus	  Id3	  BRE	  module	  is	  responsive	  in	  mouse	  ES	  cells	  and	  

responds	  specifically	  to	  only	  BMPs.	  	  	  

	   To	  further	  characterize	  this	  response,	  the	  transcript	  levels	  of	  BMP	  target	  genes	  were	  

measured	  using	  quantitative	  RT-‐PCR	  to	  show	  that	  activated	  BMP	  targets	  were	  being	  

induced	  in	  the	  presence	  of	  BMP4	  (Figure	  2.3).	  	  Inhibitors	  of	  differentiation	  genes	  know	  as	  

the	  Id	  genes	  play	  key	  roles	  in	  mouse	  ES	  cell	  pluripotency	  and	  the	  Id3	  gene,	  in	  particular,	  is	  

responsible	  for	  self-‐renewal	  in	  ES	  cells	  and	  a	  known	  BMP	  direct	  target	  (Ying	  et	  al.,	  2003).	  	  

In	  BRE-‐gal	  cells	  treated	  with	  BMP4,	  the	  Id3	  gene	  is	  markedly	  increased	  compared	  to	  

control	  (regular	  E14	  media	  without	  ligand)	  (Figure	  2.3).	  	  This	  clearly	  demonstrates	  that	  the	  

BMP4	  signaling	  pathway	  is	  activated	  in	  the	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cell	  since	  a	  known	  BMP	  

direct	  target	  gene	  (Id3)	  is	  upregulated.	  

	   Furthermore,	  we	  also	  demonstrated	  that	  the	  BRE-‐gal	  response	  is	  a	  direct	  response	  

to	  BMP4	  ligand	  treatment.	  	  We	  treated	  cells	  with	  BMP4	  in	  the	  presence	  of	  a	  protein	  

synthesis	  inhibitor,	  cycloheximide	  (McKeehan	  et	  al.,	  1969),	  and	  examined	  the	  

transcriptional	  response	  of	  the	  BRE-‐gal	  ES	  cells.	  	  In	  the	  presence	  of	  cycloheximide,	  indirect	  

target	  genes	  cannot	  be	  induce	  as	  the	  induction	  requires	  protein	  synthesis.	  	  Thus,	  only	  those	  

genes	  upregulated	  in	  the	  presence	  of	  cycloheximide	  are	  direct	  targets.	  	  In	  Figure	  2.4,	  we	  
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observed	  that	  in	  the	  presence	  of	  cycloheximide	  and	  BMP4	  there	  is	  an	  increase	  in	  LacZ/β-‐

galactosidase	  mRNA	  levels,	  indicating	  that	  the	  LacZ	  induction	  is	  a	  direct	  response	  to	  BMP4	  

stimulation.	  	  	  However,	  we	  also	  noticed	  that	  LacZ	  transcripts	  are	  also	  induced	  in	  the	  

presence	  of	  cycloheximide.	  	  This	  induction	  of	  the	  LacZ	  gene/transcript	  by	  cycloheximide	  in	  

not	  a	  new	  phenomenon	  and	  have	  been	  previously	  reported	  (Hu	  et	  al.,	  1993).	  	  It	  can	  be	  

hypothesized	  from	  this	  finding	  that	  a	  repressor	  may	  tightly	  regulate	  Id3	  expression.	  	  Upon	  

cycloheximide	  treatment,	  repressor	  binding	  to	  the	  X.Id3	  BRE	  is	  relieved	  to	  allow	  for	  an	  

upregulation	  of	  LacZ	  transcripts.	  	  Although	  the	  experiment	  does	  shows	  that	  cycloheximide	  

treatment	  can	  induce	  LacZ	  transcription,	  the	  level	  of	  LacZ	  transcripts	  in	  the	  CHX+BMP4	  

treatment	  is	  much	  higher	  than	  CHX	  alone	  based	  on	  quantitative	  RT-‐PCR	  analysis.	  	  It	  can	  be	  

concluded	  that	  LacZ	  induction	  in	  BRE-‐gal	  by	  BMP4	  is	  direct	  and	  occurs	  in	  the	  absence	  of	  

protein	  synthesis.	  

	  

Chapter	  2.2:	  	  BRE-gal	  reporter	  mouse	  ES	  cells	  responds	  to	  BMP4.	  

The	  7xBRE-‐gal	  reporter	  mouse	  ES	  cell	  line	  is	  a	  good	  tool	  to	  monitor	  BMP	  signaling	  

activity.	  	  Upon	  BMP	  (BMP2,	  4,	  or	  7)	  stimulation,	  the	  BRE-‐gal	  ES	  cells	  stained	  positive	  for	  X-‐

gal	  (Figure	  2.5).	  	  The	  minimal	  background	  X-‐gal	  staining	  observed	  in	  the	  untreated	  BRE-‐gal	  

ES	  cells	  is	  primarily	  due	  to	  the	  low	  amount	  of	  BMPs	  known	  to	  be	  present	  in	  the	  serum	  of	  ES	  

culture	  media.	  	  A	  brief	  comparison	  between	  our	  BRE	  reporter	  line	  and	  the	  published	  BRE	  

(Korchynskyi	  et	  al.,	  2002;	  Monteiro	  et	  al.,	  2004;	  Monteiro	  et	  al.,	  2008)	  indicate	  some	  key	  

differences.	  	  The	  first	  difference	  is	  that	  most	  of	  our	  BRE-‐gal	  ES	  cells	  appear	  respond	  to	  BMP	  

ligand	  treatment.	  	  Our	  BRE-‐gal	  ES	  cells	  responded	  to	  BMPs	  even	  at	  concentrations	  as	  low	  as	  

5ng/mL	  of	  BMP4	  (Figure	  2.2),	  compared	  to	  the	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  mouse	  ES	  cells,	  
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which	  showed	  a	  non-‐uniform	  reporter	  response	  using	  20ng/mL	  concentration	  of	  BMP4	  

(Monteiro	  et	  al.,	  2004).	  	  It	  should	  be	  noted	  that	  these	  discrepancies	  could	  be	  attributed	  to	  

different	  manufacturers	  of	  the	  ligands	  used	  by	  the	  two	  labs.	  	  Additionally,	  the	  site	  of	  

integration	  of	  our	  BRE-‐gal	  transgene	  and	  the	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  transgene	  are	  different	  

due	  to	  random	  integration	  of	  the	  clones.	  	  It	  would	  be	  useful	  to	  integrate	  both	  our	  BRE-‐gal	  

transgene	  and	  the	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  transgene	  into	  the	  same	  ROSA26	  locus	  to	  gain	  a	  

full	  understanding	  of	  the	  differences	  between	  these	  two	  BREs.	  

Our	  BRE-‐gal	  reporter	  was	  generated	  using	  seven	  copies	  of	  the	  BRE	  concatemerized	  

together	  into	  our	  reporter	  construct,	  whereas	  the	  Korchynskyi	  “BRE”	  reporter	  construct	  

only	  contained	  two	  copies	  of	  their	  “BRE”.	  	  Using	  seven	  copies	  of	  our	  BRE	  into	  the	  BRE-‐gal	  

construct	  may	  have	  help	  to	  amplify	  the	  BMP	  responses.	  	  Anna	  Javier,	  in	  our	  lab,	  

demonstrated	  that	  our	  BRE-‐gal	  mice	  detected	  expression	  of	  BMP	  activity	  in	  developing	  

embryos	  not	  previously	  reported	  by	  the	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  mouse	  reporter	  line	  

(Monteiro	  et	  al.,	  2004;	  Monteiro	  et	  al.,	  2008).	  	  Embryos	  from	  our	  BRE-‐gal	  transgenic	  mouse	  

reporter	  line	  revealed	  sites	  of	  BRE-‐mediated	  BMP	  activity	  in	  the	  chorion,	  otic	  vesicle,	  and	  

somites	  (Javier	  et	  al.,	  2012),	  which	  were	  not	  previously	  reported.	  	  

	   Since	  most	  of	  the	  BRE-‐gal	  ES	  cells	  stained	  positive	  for	  X-‐gal,	  it	  is	  could	  be	  

hypothesized	  that	  BMPs	  utilizes	  paracrine	  and/or	  autocrine	  signaling	  mechanisms	  for	  self-‐

renewal	  (Figure	  2.6).	  	  BMP2	  has	  been	  shown	  in	  avian	  explant	  studies	  to	  be	  an	  essential	  

paracrine	  signal	  for	  heart	  development	  (Yamagishi	  et	  al.,	  1999).	  	  Furthermore,	  in	  the	  

Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  mouse,	  reporter	  activity	  was	  observed	  in	  not	  only	  the	  myocardium,	  

but	  the	  endocardium	  and	  pericardium	  as	  well,	  which	  highly	  supports	  the	  idea	  that	  

paracrine	  BMP	  signaling	  is	  taking	  place	  (Monteiro	  et	  al.,	  2004)	  during	  development.	  	  For	  
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autocrine	  signaling,	  it	  is	  possible	  that	  there	  is	  a	  positive	  feedback	  loop	  controlling	  the	  

transcriptional	  response	  of	  cells	  to	  either	  stay	  in	  a	  self-‐renewal	  or	  differentiate	  state	  upon	  

BMP	  stimulation.	  	  Evidence	  has	  indicated	  that	  LIF-‐mediate	  controlled	  of	  mouse	  embryonic	  

stem	  self-‐renewal	  (Davey	  et	  al.,	  2006;	  Davey	  et	  al.,	  2007)	  via	  the	  Jak/Stat3	  pathway	  

functions	  in	  an	  autoregulatory	  manner.	  	  It	  is	  therefore	  attractive	  to	  suggest	  that	  exogenous	  

BMPs	  can	  induce	  a	  similar	  autoregulatory	  loop	  through	  Smad1/5/8	  pathway	  to	  maintain	  a	  

robust	  pathway	  responsiveness	  in	  ES	  cells	  as	  it	  undergo	  self-‐renewal.	  	  

It	  is	  interesting	  to	  note	  that	  varying	  degrees/intensities	  of	  X-‐gal	  staining	  (Figure	  2.7)	  

were	  observed	  in	  some	  BRE-‐gal	  ES	  cells.	  	  An	  explanation	  for	  the	  varying	  degrees	  in	  the	  X-‐

gal	  intensity	  can	  be	  due	  to	  ligand-‐receptor	  interactions.	  	  Ligand-‐receptor	  interactions	  have	  

been	  demonstrated	  to	  be	  important	  in	  self-‐renewal	  and	  cell	  fate	  determination.	  	  It	  is	  well	  

known	  that	  signaling	  through	  ligand-‐receptor	  complexes	  are	  not	  static,	  suggesting	  cells	  

that	  respond	  readily	  to	  BMP	  (hence	  higher	  β-‐galactosidase	  and	  more	  ligand-‐receptor	  

complexes)	  may	  more	  likely	  undergo	  self-‐renewal	  versus	  ES	  cells	  with	  low	  number	  of	  

ligand-‐receptor	  complexes	  and	  less	  β-‐galactosidase	  to	  differentiate	  (Viswanathan	  et	  al.,	  

2002)	  (Figure	  2.8).	  

	  

Chapter	  2.3:	  	  The	  BRE	  is	  a	  conserved	  module	  important	  for	  BMP	  signaling.	  

	   A	  great	  deal	  of	  progress	  has	  been	  made	  in	  identifying	  the	  components	  that	  mediate	  

and	  modulate	  BMP	  signaling.	  	  However,	  the	  functions	  regulating	  BMP	  signaling	  in	  

vertebrates	  is	  poorly	  understood	  especially	  in	  early	  mouse	  development.	  	  Published	  works	  

have	  suggested	  that	  the	  BRE	  found	  in	  the	  promoters	  of	  BMP	  target	  genes	  can	  function	  to	  

activate	  or	  repress	  target	  genes	  depending	  on	  the	  organism	  and	  context	  (see	  Chapter1).	  	  
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Here	  we	  hypothesized	  that	  the	  Xenopus	  Id3	  BRE	  is	  a	  highly	  conserved	  element	  that	  can	  

activate	  the	  BMP	  response	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  If	  this	  Xenopus	  Id3	  BRE	  is	  mutated,	  it	  can	  lead	  

to	  the	  abolishment	  of	  BMP	  signaling	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  	  

	   To	  abolish	  BRE-‐mediated	  BMP4	  activation,	  we	  made	  mutated	  version	  of	  7X	  BRE-‐

luciferase	  construct,	  containing	  a	  two-‐nucleotide	  deletion	  in	  the	  five	  base	  spacer	  region	  of	  

each	  BRE	  (7X	  BRE-‐Del2-‐luciferase)	  (Figure	  2.9).	  	  The	  five-‐spacer	  region	  between	  the	  

Smad1	  (GC	  binding	  site)	  and	  Smad4	  binding	  site	  (SBE)	  was	  shown	  to	  be	  important	  for	  BRE-‐

mediate	  BMP	  signaling.	  	  A	  simple	  two-‐nucleotide	  spacer	  deletion	  within	  the	  space	  region	  of	  

BRE	  completely	  abolished	  BMP	  response	  in	  Drosophila	  (Yao	  et	  al.,	  2008).	  	  We	  therefore	  

deleted	  the	  last	  two	  nucleotides	  of	  the	  five-‐nucleotide	  spacer,	  keeping	  the	  Smad1	  and	  the	  

Smad4	  binding	  site	  intact	  (Figure	  2.10A).	  	  The	  wild	  type	  7XBRE-‐luc	  and	  mutant	  7XBRE-‐luc	  

constructs	  were	  transfected	  into	  E14	  mouse	  ES	  cells	  and	  luciferase	  activity	  was	  measured	  

in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  BMP4	  stimulation.	  	  Transfection	  of	  the	  wild	  type	  7xBRE–

luciferase	  construct	  did	  not	  induce	  luciferase	  activity	  in	  the	  absence	  of	  BMP4,	  but	  luciferase	  

activity	  was	  markedly	  upregulated	  upon	  BMP4	  stimulation	  (Figure	  2.10B).	  	  Conversely,	  we	  

observed	  an	  abolishment	  of	  luciferase	  activity	  in	  the	  mutant	  luciferase	  construct	  (7X	  BRE-‐

Del2-‐luciferase)	  after	  BMP4	  stimulation	  (Figure	  2.10B).	  	  

	  

Chapter	  2.4:	  	  BRE-mediated	  BMP	  response	  is	  specific	  to	  only	  BMPs.	  	  	  

	   To	  further	  show	  BRE-‐	  dependent	  activation	  in	  mouse	  ES	  cells	  is	  BMP	  specific,	  we	  

utilized	  Noggin,	  a	  BMP	  antagonist,	  and	  a	  small	  chemical	  inhibitor	  (LDN193189)	  to	  inhibit	  

BMP	  signaling.	  	  	  Noggin	  has	  a	  high	  binding	  affinity	  (picomolar)	  for	  BMP2,	  4,	  and	  7	  ligands	  

(Zimmerman	  et	  al.,	  1996)	  and	  therefore	  sequesters	  any	  BMPs	  from	  binding	  to	  the	  BMP	  



	   45	  

receptors	  (Zimmerman	  et	  al.,	  1996)	  to	  activate	  the	  BMP	  signaling	  cascade.	  	  LDN193189	  

antagonizes	  BMP	  signaling	  by	  selectively	  targeting	  the	  BMP	  receptor	  istoypes	  ALK2	  and	  

ALK3	  by	  inhibiting	  their	  kinase	  activity.	  	  LDN193189,	  a	  variant	  of	  dorsomorphin,	  has	  been	  

shown	  to	  inhibit	  phoshorylation	  of	  Smad1,5,8	  (Boergermann	  et	  al.,	  2010).	  	  The	  advantage	  

of	  LDN193189	  over	  dorsomorphin	  is	  that	  it	  exhibits	  a	  higher	  specificity	  for	  BMP	  receptors	  

and	  can	  be	  used	  at	  a	  lower	  concentration	  to	  mitigate	  off	  target	  effects	  (Yu	  et	  al.,	  2008).

	   In	  Figure	  2.11,	  Panel	  A	  shows	  that	  almost	  all	  cells	  are	  stained	  in	  blue	  after	  10ng/ml	  

BMP	  treatment	  for	  12hrs,	  whereas	  in	  the	  presence	  of	  BMP4	  and	  Noggin	  (Panel	  B)	  there	  is	  a	  

substantial	  decrease	  in	  X-‐gal	  staining.	  	  However,	  Panel	  B	  does	  still	  show	  residual	  X-‐gal	  

staining	  primarily	  due	  to	  some	  BMPs	  found	  in	  the	  culture	  media.	  	  Nonetheless,	  Noggin	  does	  

inhibit	  BMP4	  signaling.	  	  LDN193189	  was	  efficient	  in	  inhibiting	  BMP4	  signaling	  as	  seen	  in	  

Figure	  2.12.	  	  In	  the	  presence	  of	  LDN193189,	  BRE-‐gal	  expression	  was	  blocked	  in	  almost	  all	  

the	  cells,	  indicating	  that	  LDN193189	  is	  a	  potent	  inhibitor	  of	  BMP4	  signalling	  cascade.	  	  

Western	  blot	  analysis	  of	  cells	  stimulated	  with	  BMP4	  together	  with	  LDN193189	  showed	  a	  

significant	  decrease	  of	  phosphorylated	  smads	  levels	  	  (Figure	  2.13).	  

	   The	  advantage	  of	  LDN	  is	  that	  it	  can	  robustly	  inhibit	  BMP4	  signaling	  and	  LDN	  is	  a	  

relatively	  more	  inexpensive	  alternative	  to	  Noggin.	  	  Additionally,	  LDN193189	  has	  been	  

shown	  to	  have	  minimal	  off-‐target	  effects	  if	  concentration	  of	  LDN	  is	  used	  is	  below	  1µM	  

range	  (Boergermann	  et	  al.,	  2010)	  in	  a	  cell	  culture	  system.	  	  	  Our	  working	  concentration	  of	  

80nM	  LDN193189	  in	  mouse	  embryonic	  stem	  cells	  is	  well	  below	  the	  concentration	  to	  have	  

any	  influence	  in	  off-‐target	  effects.	  	  The	  use	  of	  a	  small	  molecule	  inhibitor	  such	  as	  

LDN193189	  to	  inhibit	  BMP	  signaling	  is	  a	  useful	  pharmacological	  tool	  to	  investigate	  BMP	  

signaling	  during	  early	  development.	  
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Conclusion:	  

	   In	  the	  present	  study,	  we	  characterized	  the	  specificity	  of	  the	  BRE	  in	  mouse	  ES	  cells.	  

We	  demonstrated	  the	  conservation	  of	  the	  46bp	  BRE	  from	  Drosophila	  to	  the	  mouse	  system.	  	  

This	  conclusion	  is	  based	  on	  observations	  that	  showed	  1)	  the	  mutated	  BRE	  failed	  to	  respond	  

to	  BMP	  signaling,	  2)	  the	  BMP	  antagonist,	  Noggin,	  and	  LDN193189	  inhibited	  BRE-‐gal	  

response	  to	  BMP	  signaling.	  	  Consistent	  with	  previous	  studies	  in	  Xenopus	  embryos,	  the	  BRE	  

in	  mouse	  ES	  cells	  is	  responsible	  for	  activating	  the	  BMP	  transcriptional	  response	  and	  that	  

the	  5-‐bp	  spacer	  within	  the	  BRE	  is	  required	  for	  this	  activation.	  	  	  
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Figure	  2.1	  
	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  2.1:	  7XBRE-‐201X.Id3-‐nlsLacZ-‐PGK-‐Neo	  Construct.	  	  The	  construct	  consists	  of	  7	  copies	  
of	  multimerize	  BRE	  (273bp)	  linked	  to	  a	  minimal	  Id3	  promoter	  (-‐201bp).	  	  Immediately	  
following	  the	  minimal	  promoter	  is	  a	  LacZ	  reporter	  containing	  a	  nuclear	  localization	  signal.	  	  
Construct	  can	  be	  linearized	  with	  NotI.	  
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Figure	  2.2	  
	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  2.2:	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  respond	  specifically	  to	  BMP	  ligands.	  	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  
cells	  were	  treated	  with	  indicated	  growth	  factors	  for	  12hrs	  in	  regular	  E14	  culture	  media.	  
Cell	  lysates	  were	  isolated	  after	  stimulation	  with	  different	  ligands,	  and	  subjected	  to	  ONPG	  
(ortho-‐Nitrophenyl-‐β-‐galactoside)	  assay	  to	  measure	  β-‐galactosidase	  expression	  levels.	  
BMP4	  and	  BMP2	  homodimers	  activated	  LacZ	  reporter	  in	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  at	  a	  
concentration	  as	  low	  as	  5ng/ml.	  	  Non-‐BMP	  growth	  factors	  (e.g.	  Wnt,	  FGF,	  GDF,	  and	  TGF-‐β,	  
and	  Activin	  ligands)	  were	  unable	  to	  elicit	  a	  transcriptional	  response	  in	  BRE-‐gal	  reporter	  
cells.	  	  
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Figure	  2.3:	  
	  
	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  2.3:	  	  BMP	  induction	  of	  the	  endogenous	  Id3	  gene.	  	  Quantitative	  RT-‐PCR	  of	  Id3	  
transcripts	  was	  performed	  in	  BRE-‐gal	  cells	  treated	  with	  BMP4	  for	  6hrs	  and	  regular	  culture	  
media	  (Control).	  

0	  

5	  

10	  

15	  

20	  

Control	   hBMP4	  10ng/mL	  

R
el
at
iv
e	  
m
R
N
A
	  L
ev
el
	  	  



	   50	  

Figure	  2.4:	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
	  
Figure	  2.4:	  BMP4	  directly	  activates	  BRE-‐LacZ	  expression	  in	  the	  presence	  of	  cycloheximide	  
(CHX).	  	  LacZ	  is	  a	  direct	  target	  of	  BMP4	  stimulation.	  	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  were	  induced	  
with	  BMP4.	  	  For	  CHX	  treatment,	  cells	  were	  first	  pre-‐treated	  with	  CHX	  for	  2hrs	  and	  then	  
incubated	  together	  with	  either	  CHX	  or	  CHX+BMP4	  for	  4hrs.	  	  Quantitative	  RT-‐PCR	  was	  
subsequently	  performed	  to	  measure	  LacZ	  transcript	  levels.	  
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Figure	  2.5:	  
	  
	  
A	  
	  

	  
B	  

	  
	  
Figure	  2.5:	  	  The	  BRE-‐gal	  Reporter	  mouse	  ES	  cell	  line	  responds	  to	  BMPs.	  	  A)	  A	  construct	  map	  
of	  the	  BRE-‐gal	  Reporter	  mouse	  ES	  cell.	  	  The	  construct	  harbors	  7	  copies	  of	  the	  multimerized	  
BRE	  in	  a	  minimal	  promoter	  Id3	  linked	  to	  the	  LacZ/Galactosidase	  reporter	  gene.	  	  Each	  BRE	  
contains	  a	  Smad1	  Binding	  Site	  (GC-‐rich)	  and	  Smad	  Binding	  Element	  (Smad4)	  B)	  The	  BRE-‐
gal	  ES	  cells	  respond	  to	  different	  BMP	  ligands	  (BMP4,	  BMP2,	  and	  BMP7).	  	  A	  concentration	  of	  
10ng/ml	  was	  able	  to	  elicit	  a	  response	  in	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  as	  shown	  by	  X-‐gal	  staining.	  	  
A	  higher	  dose	  of	  BMP7	  at	  50ng/ml	  was	  needed	  for	  BRE-‐gal	  response	  but	  nevertheless,	  it	  
responded	  to	  BMP7.	  	  	  
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Figure	  2.6:	  
	  
	  
	  	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
Figure	  2.6:	  	  Model	  of	  paracrine	  and	  autocrine	  signaling	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  Exogenous	  
ligands	  like	  BMP4	  can	  potentially	  stimulate	  paracrine	  and	  autocrine	  survival/self-‐renewal	  
factors	  in	  mouse	  ES	  cells	  (Yamagishi	  et	  al.,	  1999;	  Davey	  et	  al.,	  2007;	  Davey	  et	  al.,	  2006).	  	  
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Figure	  2.7	  
	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  2.7:	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cell	  responds	  to	  BMP4	  but	  intensity	  of	  BRE-‐gal	  cells	  varies.	  	  
After	  treatment	  of	  BMP4	  for	  24hrs	  and	  X-‐gal	  staining	  for	  4hr,	  cells	  with	  darker	  X-‐gal	  
staining	  was	  observed	  in	  some	  cells.	  	  This	  could	  be	  due	  to	  autocrine	  or	  paracrine	  signaling	  
within	  individual	  cells.	  
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Figure	  2.8:	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
Figure	  2.8:	  Ligand-‐receptor	  signaling	  threshold	  model	  for	  ES	  cell	  for	  self-‐renewal	  or	  
differentiation.	  	  The	  number	  of	  receptor-‐ligand	  signaling	  complexes	  determine	  if	  a	  cell	  
undergo	  differentiation	  or	  self-‐renewal	  based	  on	  the	  signaling	  threshold.	  Cell	  with	  a	  high	  
numbers	  of	  signaling	  complexes	  can	  undergo	  self-‐renewal	  while	  cells	  with	  numbers	  of	  
signaling	  complexes	  will	  undergo	  differentiation.	  	  This	  could	  explain	  why	  some	  cells	  
stained	  with	  X-‐gal	  more	  intensely	  than	  others	  in	  the	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells.	  (Viswanathan	  
et	  al.,	  2002)	  
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Figure	  2.9:	  
	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  
	  
	  
Figure	  2.9:	  	  Generation	  of	  a	  Mutant	  7XBRE(Del-‐2)-‐201-‐XId3-‐poLuc	  construct.	  	  The	  BRE(Del-‐
2)	  DNA	  fragment	  was	  generated	  from	  annealing	  oligos	  containing	  a	  2	  nucleotide	  deletion	  of	  
the	  5	  spacer	  region	  within	  the	  BRE.	  	  The	  annealed	  oligos	  were	  then	  multimerized	  and	  
ligated	  into	  the	  poLuc	  plasmid	  containing	  the	  xId3	  minimal	  promoter.	  
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Figure	  2.10:	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  2.10:	  BRE	  is	  necessary	  to	  mediate	  the	  BMP	  response	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  A)	  The	  wild	  
type	  BRE	  consists	  of	  a	  Smad1	  binding	  site	  and	  a	  Smad4	  binding	  site	  (SBE).	  	  The	  mutant	  BRE	  
consists	  of	  a	  2-‐nucleotide	  deletion	  in	  the	  5-‐spacer	  region	  between	  the	  Smad1	  and	  Smad	  4	  
binding	  sites.	  	  	  B)	  Wild	  type	  and	  mutant	  BRE-‐luciferase	  (BRE-‐Luc)	  constructs	  were	  
transfected	  into	  mouse	  ES	  cells	  for	  24hrs	  and	  then	  treated	  with	  (-‐/+	  )	  BMP4	  (10ng/ml)	  for	  
6hrs.	  	  Mutant	  BRE-‐Luc	  construct	  abolished	  luciferase	  activity.	  	  The	  wild	  type	  BRE-‐Luc	  
construct	  in	  the	  presence	  of	  BMP4	  showed	  a	  ~300	  fold	  increase	  in	  luciferase	  activity.	  	  	  
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Figure	  2.11	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  2.11:	  	  Inhibition	  of	  BMP4	  signaling	  in	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  with	  Noggin.	  	  A)	  BMP4	  
Alone	  10ng/ml	  for	  24hrs	  B)	  BMP4	  (10ng/ml)	  +	  Noggin	  (50ng/ml)	  for	  24hrs	  following	  by	  X-‐
gal	  staining.	  	  A	  reduction	  in	  X-‐gal	  staining	  is	  observed	  in	  the	  presence	  of	  Noggin.	  
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Figure	  2.12	  
	  
	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  2.12:	  	  LDN193189,	  a	  small	  chemical	  inhibitor,	  inhibits	  BMP	  activity	  in	  BRE-‐gal	  
mouse	  ES	  cells.	  LDN	  disrupts	  the	  Ser/Thr	  kinase	  activity	  of	  BMP	  Type	  I	  receptors.	  	  In	  the	  
left	  panel,	  BMP4	  alone	  stimulated	  LacZ	  expression	  in	  the	  BRE-‐gal	  ES	  cells.	  	  In	  the	  middle	  
panel,	  BMP4	  +	  LDN	  treatment	  inhibited	  BMP	  signaling	  in	  ES	  cells	  showing	  no	  observed	  X-‐
gal	  staining.	  	  In	  the	  right	  panel,	  no	  X-‐gal	  staining	  was	  observed	  with	  LDN	  alone	  (control).	  
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Figure	  2.13:	  
	  
	  

	  
	  
Figure	  2.13:	  LDN193189	  inhibits	  the	  phosphorylation	  of	  Smad1/5/8	  in	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  
cells.	  	  Western	  blot	  of	  phosphorylation	  of	  Smad1/5/8	  increased	  upon	  BMP4	  induction	  
(lanes	  4),	  which	  was	  blocked	  in	  the	  presence	  of	  LDN193189	  (lane	  5).	  	  Pan-‐Smad1/5/8	  
antibody	  was	  use	  to	  demonstrate	  that	  Smad	  levels	  were	  similar	  among	  all	  samples.	  Tubulin	  
was	  used	  as	  our	  western	  blot	  loading	  control.	  
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Chapter	  3	  
	  

BREs	  are	  important	  for	  modulating	  a	  subset	  of	  BMP	  target	  gene.	  
	  

	   Comprehensive	  gene	  expression	  profiling	  was	  first	  made	  possible	  with	  the	  

introduction	  of	  microarrays,	  which	  allowed	  researchers	  to	  survey	  thousands	  of	  genes	  at	  

once	  in	  many	  samples.	  	  However,	  microarrays	  had	  some	  shortcomings:	  a)	  The	  genes	  being	  

studied	  were	  restricted	  to	  only	  known	  genes,	  and	  b)	  The	  sensitivity	  and	  dynamic	  range	  of	  

microarrays	  were	  limited.	  	  In	  the	  last	  several	  years,	  massive	  parallel	  RNA-‐sequencing	  has	  

become	  the	  choice	  for	  researchers	  to	  study	  gene	  expression	  profiling.	  	  It	  overcomes	  the	  

problems	  attributed	  to	  microarrays	  by	  sequencing	  RNA	  directly	  (Ozsolak	  et	  al.,	  2009)	  or	  

from	  cDNA	  after	  reverse-‐transcription	  (Cloonan	  et	  al.,	  2008;	  Mortazavi	  et	  al.,	  2008).	  	  

Quantitation	  of	  gene	  expression	  levels	  is	  based	  on	  the	  numbers	  of	  reads	  (or	  “hits”)	  counted	  

for	  a	  particular	  gene	  among	  millions	  of	  reads	  generated.	  	  RNA-‐Seq	  has	  a	  dynamic	  range	  

(10^6)	  and	  overcomes	  the	  sensitivity	  issues	  of	  microarrays.	  

	   To	  understand	  how	  BMP	  signaling	  affects	  gene	  expression	  in	  mouse	  ES	  cells	  and	  to	  

identify	  new	  target	  genes	  that	  affect	  the	  property	  of	  ES	  cell,	  one	  must	  characterize	  the	  

primary	  response	  genes.	  	  In	  this	  study,	  I	  took	  our	  BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  and	  identified	  

direct	  target	  genes	  regulating	  BMP	  signaling	  activity.	  	  The	  advantage	  of	  using	  the	  BRE-‐gal	  

mouse	  ES	  cells	  generated	  in	  our	  lab	  is	  that	  our	  line	  is	  responsive	  to	  BMPs	  and	  we	  can	  

monitor	  the	  effectiveness	  of	  BMP	  treatment.	  	  

Utilizing	  RNA-‐Seq,	  I	  identified	  a	  set	  of	  differentially	  expressed	  (DE)	  target	  genes	  

upon	  BMP	  stimulation.	  	  I	  confirmed	  that	  these	  DE	  genes	  are	  differentially	  expressed	  using	  

quantitative	  RT-‐PCR.	  	  Next,	  I	  determined	  whether	  these	  targets	  are	  direct	  BMP	  targets	  

using	  a	  protein	  synthesis	  inhibitor,	  cycloheximide.	  	  Through	  this	  approach,	  I	  was	  able	  to	  
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identify	  bona	  fide	  BMP	  targets.	  	  Several	  labs	  have	  identified	  BMP	  targets	  in	  mouse	  using	  

different	  approaches:	  1)	  gene	  expression	  arrays	  in	  mouse	  ES	  cells	  treated	  with	  BMP4	  (R1)	  

(Li	  et	  al.,	  2012),	  and	  2)	  Smad1/5/8	  chromatin-‐immunoprecipitation	  sequencing	  (Fei	  et	  al.,	  

2010).	  	  

To	  better	  understand	  the	  role	  of	  BMP	  signaling	  in	  ES	  cell	  self-‐renewal	  and	  cell	  fate	  

determination,	  one	  must	  identify	  all	  the	  molecular	  players.	  	  In	  this	  present	  study,	  I	  report	  

on	  a	  subset	  of	  BMP	  targets	  regulated	  by	  BRE	  and	  some	  that	  are	  not.	  

	  

Materials	  and	  Methods	  

RNA	  Isolation,	  Quantitative	  RT-PCR,	  and	  RNA-Seq	  Library	  Generation:	  

RNA	  was	  isolated	  after	  treatment	  of	  moue	  ES	  or	  BRE-‐gal	  ES	  cells	  with	  10ng/ml	  

hBMP4	  (R&D	  Systems,	  catalog	  #314-‐BP)	  using	  Trizol	  (Life	  Technologies,	  catalog	  #15596-‐

026).	  	  1µg	  of	  Total	  RNA	  was	  used	  for	  reverse	  transcription	  using	  MMLV	  Reverse	  

Transcriptase	  (Invitrogen,	  catalog	  #28025-‐013).	  	  Quantitative	  PCR	  was	  performed	  using	  

SYBR	  Green	  (Roche,	  catalog	  #04-‐707-‐516-‐001).	  	  Primers	  for	  PCR	  are	  listed	  in	  Table	  3.1.	  For	  

RNA-‐Seq,	  total	  RNA	  profiles	  were	  recorded	  using	  a	  Bioanalyzer	  2100	  (Agilent).	  	  RNA	  

quality	  was	  determined	  by	  the	  RNA	  Integrity	  Number	  (RIN)	  value.	  	  RNA	  samples	  showing	  

RIN	  values	  greater	  than	  9.0	  were	  used	  for	  library	  generation.	  	  RNA	  sequencing	  library	  was	  

prepared	  using	  a	  Bioo	  Scientific	  Kit	  (Cat#5143-‐01).	  	  1µg	  of	  Total	  RNA	  (1µg)	  was	  used	  to	  

generate	  sequencing	  libraries.	  	  RNA-‐Seq	  transcriptome	  sequencing	  was	  performed	  by	  UCI	  

Genomics	  High-‐Throughput	  Facility	  using	  the	  Illumina	  Hi-‐Seq	  2000	  platform.	  	  	  

Table	  3.1:	  	  RNA-‐Seq	  Primers	  
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Mouse	  

Gene	  

Forward	  Primer	   Reverse	  Primer	  

Skil	   GTACATGTGTGACAAAGTGGTTGC	   GACTGTTTGGAGGTGGACTTACTT	  

Micall2	   GGAACTTAAGCCACCATCTACCT	   GTGAGAGCTTTGCTAGTCACAGAAG	  

Hsp5a	   GGATAAGAGAGAGGGAGAGAAGAAC	   ACCCAGGTGAGTATCTCCATTAGT	  
	  

Id1	   GACATGAACGGCTGCTACTCAC	   GACTTCAGACTCCGAGTTCAGC	  

Id2	   GTGAGGTCCGTTAGGAAAAACAG	   GTCGTTCATGTTGTAGAGCAGACT	  

Id3	   CTGTCGGAACGTAGCCTGG	   GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG	  

Id4	   AGTGCGATATGAACGACTGCTAC	  
	  

AGGATGTAGTCGATAACGTGCTG	  
	  

Cxcl3	   ATCTCCTCAGGTGTCCACTACTTC	  
	  

GGTTTATCTCCTCAGACCCTAGAGA	  
	  

Pcdh8	   CTTGCAGCTATTTAGTCTCTGCTG	  
	  

GACACTTTCATGTGCAGGTCTTCT	  

Tchh	   AGTTCGTAGTAACAGGCTCTTCACC	   AGCTCTCTCTTCTCTTCCTCTTCGT	  
	  

Sumo3	   TAG	  TCA	  CCT	  GAC	  ACT	  GAC	  CTA	  CAT	  C	   GTA	  AAC	  ACA	  ACA	  GAG	  CCA	  ACA	  GAC	  

Grem1	   CCAGTGCAACTCCTTCTACATCC	   GTAGCTCAGGACAGTTGAGTGTGAC	  
	  

Msx2	   CTT	  ACA	  GAG	  ACC	  CAG	  GTC	  AAA	  ATC	   GAG	  TTG	  ATA	  GGG	  AAG	  GGC	  AGA	  CT	  

Coch	   CTC	  AGA	  CAT	  TGG	  AGC	  CAA	  GAT	  AG	  
	  

CAG	  CTA	  GGA	  CGT	  TCT	  CTT	  TGG	  TAT	  

CTGF	   CAC	  TCT	  GCC	  AGT	  GGA	  GTT	  CAA	  AT	   TGT	  CTC	  CGT	  ACA	  TCT	  TCC	  TGT	  AGT	  

Gata2	   GTCAAGTACCAAGTGTCACTCTCC	  
	  

CATAGGAGGGATAGGTGGGTATC	  
	  

R3hdml	   GTCAGAGGATCTCTGCCAAGTT	  
	  

CAGTTAGAGCTGCTGCCTAGAAG	  
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Evx1	   CAGACTTCACTTGTGCCTCCAC	  
	  

CACCTCCTCTCTCTGGTCCAAC	  
	  

Sox7	   TACTCACCGGAGTTCACACCTAGT	  
	  

GACATCCAGAAACAGAGGACATC	  
	  

Stard4	   AGTGTTGAGTGGAGTGAGACGA	   GACTCTGGCTTGGACTGTCTTT	  

Itgb1	   GGAGAAAACTGTGATGCCGTAT	   TTGTAGCTAAATGGGCTGGTG	  

Dusp5	   ATTACGTCAAGCAGAGGAGGAG	   AGGGCAGGATCTCAGATTCATA	  

	  

RNA-Seq	  Computational	  Pipeline:	  

	   RNA-‐Seq	  data	  analysis	  was	  accomplished	  in	  two	  sequential	  steps:	  (1)	  map	  all	  raw	  

reads	  to	  the	  mouse	  reference	  transcriptome	  (mm9/RefGene)	  as	  the	  gene	  model,	  and	  (2)	  

count	  the	  read	  fragments	  mapped	  to	  each	  individual	  gene	  and	  quantify	  expression	  in	  terms	  

of	  RPKM	  (Reads	  Per	  Kilobase	  per	  Million	  mapped	  reads).	  	  Raw	  RNA-‐seq	  reads	  were	  

mapped	  using	  the	  Bowtie	  0.12.8	  software	  allowing	  a	  two-‐read	  mismatch	  in	  the	  alignment	  (-‐

m	  1)	  to	  the	  reference	  transcriptome.	  Cufflinks	  2.0.2	  was	  used	  for	  read	  quantitation	  and	  

differential	  analysis	  (Trapnell	  et	  al	  2012).	  	  Data	  were	  then	  clustered	  using	  Cluster3.0	  

(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.htm)	  to	  generate	  a	  map	  of	  

genes	  according	  to	  expression	  differences	  between	  two	  samples.	  	  Cluster3.0	  parameter:	  

Cluster	  “Genes”,	  centered	  median,	  and	  centroid	  linkage.	  	  Cluster	  output	  (e.g.	  javatree.cdt)	  

was	  input	  into	  Java	  Treeview,	  which	  allows	  visualization	  of	  the	  hierarchical	  clustering	  in	  a	  

form	  of	  a	  heatmap	  diagram.	  	  	  

Gene	  Ontology	  Analysis:	  
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	   Gene	  Ontology	  (GO)	  analysis	  was	  applied	  using	  the	  PANTHER	  database	  

(http://www.pantherdb.org/)	  to	  interpret	  the	  molecular	  and	  biological	  processes	  that	  

were	  enriched	  in	  the	  top	  200	  upregulated	  genes	  in	  our	  RNA-‐Seq	  analysis.	  	  

MotifMap	  Analysis:	  	  

MotifMap	  contains	  comprehensive	  maps	  of	  candidate	  regulatory	  elements	  encoded	  

in	  the	  genome	  (http://motifmap.ics.uci.edu/)	  for	  various	  model	  organisms.	  	  The	  Motif	  

Search	  tool	  in	  MotifMap	  allowed	  us	  to	  perform	  genome-‐wide	  search	  for	  putative	  

transcription	  factor	  binding	  sites.	  The	  BRE	  motif	  (5’-‐GRNGNC-‐N5-‐GTCTG-‐3)	  was	  searched	  

using	  the	  Motif	  Search	  tool.	  	  All	  putative	  binding	  sites	  were	  selected	  based	  on	  a	  normalized	  

log-‐odd	  (NLOD)	  score	  of	  greater	  than	  0.80.	  	  	  The	  NLOD	  is	  a	  probability	  score	  indicating	  the	  

likelihood	  of	  BRE-‐like	  motifs	  to	  be	  present	  within	  the	  genome	  (Daily	  et	  al.,	  2011).	  	  I	  

identified	  1683	  genes	  containing	  putative	  BRE	  sites	  located	  within	  10kb	  to	  the	  closest	  gene.	  

Cycloheximide	  Experiment:	  

BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  were	  pre-‐treated	  with	  cycloheximide	  (C4859,	  Sigma)	  at	  a	  

concentration	  of	  20ug/ml	  for	  2hrs.	  	  Cells	  were	  then	  treated	  with	  fresh	  CHX	  alone	  or	  CHX	  

together	  with	  BMP4	  (10ng/ml)	  for	  additional	  4hrs.	  	  As	  control,	  cells	  were	  also	  treated	  with	  

regular	  E14	  media	  only.	  	  Total	  RNA	  was	  isolated	  and	  cDNA	  synthesized	  as	  described	  before.	  

Quantitative	  PCR	  was	  performed	  using	  SYBR	  Green	  (Roche,	  catalog	  #04-‐707-‐516-‐001)	  and	  

primer	  above	  in	  Table	  3.1.	  

PhyloP	  Analysis:	  

The	  conservation	  of	  each	  nucleotide	  within	  each	  predicted	  BRE	  of	  Id1-‐4,	  Msx2,	  

Gata2,	  and	  Grem1	  was	  determined	  using	  the	  conservation	  track	  of	  the	  UCSC	  Genome	  

Browser.	  	  The	  measurement	  of	  evolutionary	  conservation	  was	  done	  using	  PhyloP	  
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(phylogenetic	  P-‐values).	  	  Multiple	  alignments	  using	  PhyloP30wayPlacental	  for	  30	  different	  

vertebrates	  were	  used	  to	  determine	  nucleotide	  conservation.	  	  Conservation	  of	  each	  

nucleotide	  of	  the	  BRE	  motif	  was	  displayed	  in	  a	  heatmap.	  	  

Mulan	  Analysis:	  

	   Multiple	  sequence	  alignment	  analysis	  is	  a	  powerful	  approach	  to	  localize	  conserved	  

coding	  and	  noncoding	  genomic	  elements.	  Mulan	  (http://mulan.dcode.org/)	  is	  capable	  of	  

comparing	  both	  closely	  and	  distantly	  related	  genomes	  to	  identify	  conserved	  elements	  over	  

a	  broad	  range	  of	  evolutionary	  time.	  	  To	  identify	  potential	  conserved	  elements	  within	  the	  

promoter,	  intron,	  and	  downstream	  regions	  of	  a	  given	  gene,	  genomic	  sequences	  10kb	  

upstream	  of	  ATG,	  the	  entire	  gene	  body	  including	  introns	  and	  exons,	  and	  5kb	  downstream	  

of	  a	  gene	  were	  aligned	  between	  the	  mouse	  (mm9)	  and	  human	  (hg18)	  locus.	  	  	  	  

R3hdml	  and	  Dusp5	  Promoter	  Cloning:	  

10kb	  upstream	  ATG,	  the	  first	  intron,	  and	  +5kb	  downstream	  of	  the	  stop	  codon	  for	  the	  

R3hdml	  and	  Dusp5	  genes	  were	  cloned	  into	  the	  unique	  BamHI	  and	  HindIII	  sites	  located	  

within	  the	  multiple	  cloning	  site	  of	  Id3	  (-‐201)-‐pOLuc.	  	  Primers	  to	  each	  cloned	  region	  were	  

designed	  using	  Primer3	  and	  their	  sequences	  are	  listed	  in	  Table	  3.2.	  	  Upstream	  primers	  

contained	  a	  BamHI	  and	  downstream	  primers	  contained	  a	  HindIII	  restriction	  site	  to	  assist	  

the	  ligation	  of	  each	  PCR	  amplified	  fragment	  into	  the	  201Id3-‐pOLuc	  plasmid.	  	  Genomic	  

amplicons	  were	  generated	  using	  Touchdown	  PCR	  (Cycle1:	  98oC	  for	  30secs,	  Cycle	  2:	  98oC	  

for	  10secs,	  63oC	  for	  30sec[Decrease	  temp	  after	  cycle	  1	  by	  0.5oC	  every	  1	  cycle],	  72oC	  for	  X	  

min	  for	  13	  cycles;	  Cycle	  3:	  98oC	  for	  10secs,	  55oC	  for	  30sec,	  72oC	  for	  X	  min	  for	  32	  cycles;	  

Cycle	  4:	  72oC	  for	  10mins)	  and	  Pfx	  Platinum	  DNA	  polymerase	  (Life	  Technologies)	  or	  

Phusion	  Polymerase	  (NEB)	  according	  to	  manufacture’s	  guidelines.	  	  Amplicons	  (genomic	  
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fragment	  insert)	  and	  the	  Id3	  (-‐201)	  pOLuc	  plasmid	  (vector)	  were	  then	  digested	  with	  

BamHI	  and	  HindIII.	  	  The	  vector	  was	  phosphatase	  using	  calf	  intestinal	  phosphatase	  (NEB)	  

after	  restriction	  enzyme	  digestion.	  	  DNA	  fragments	  were	  gel	  extracted	  and	  ligated	  using	  T4	  

DNA	  ligase	  (Life	  Technologies).	  	  Ligated	  products	  were	  transformed	  into	  DH5α	  cells	  and	  

positive	  colonies	  were	  grown	  for	  DNA	  isolation.	  	  Isolated	  DNA	  was	  subjected	  to	  DNA	  

sequencing.	   	  

Table	  3.2:	  Cloning	  Primers	  for	  Dusp5	  and	  R3hdml	  

R3hdml	  Upstream:	  

Cloning	  Region	   Forward	   Reverse	  

R3hdml	  Clone1	  	  

(-‐2560bp/0kb)	  

GCATCTAGA	  CCT	  TAT	  CTA	  GAG	  CAA	  AGA	  AGG	  

CCT	  TAG	  

TCTGGATCC	  AGC	  TGT	  CTG	  GGA	  TGG	  TGT	  ACC	  

TGT	  CTG	  

R3hdml	  Clone	  2	  

(-‐5500bp/-‐3400bp)	  

GCATCTAGA	  ATA	  CTG	  CTT	  ACT	  AGC	  TTG	  CTC	  

CTC	  ATG	  GCT	  

TCTGGATCC	  GTT	  TTC	  TGA	  CCT	  ACT	  GCT	  GAG	  

TGA	  G	  

R3hdml	  Clone1b	  	  

(-‐3400bp)	  For	  

GCATCTAGA	  CTC	  ACT	  CAG	  CAG	  TAG	  GTC	  AGA	  

AAA	  C	  

	  

R3hdml	  Clone	  3	  	  

(-‐7899bp/-‐5500bp)	  

CTA	  TAG	  GAT	  CCC	  AGG	  GGA	  TTC	  ATT	  TGA	  A	   TCTGGATCC	  AAG	  CCA	  TGA	  GGA	  GCA	  AGC	  TAG	  

TAA	  GCA	  GTA	  T	  

R3hdml	  Clone	  4	  	  

(-‐10kb/-‐7899bp)	  

GCATCTAGA	  TTC	  CCA	  AAC	  ATC	  TCC	  CTA	  GCC	  

TGG	  CCT	  

TTC	  AAA	  TGA	  ATC	  CCC	  TGG	  GAT	  CCT	  ATA	  G	  

R3hdml	  (-‐2560bp)	  Rev	   	   TCTGGATCC	  TAA	  GGC	  TGA	  TCT	  ATT	  TCC	  TCG	  

AGG	  CAG	  

R3hdml	  (-‐2920bp)	  Rev	   	   TCTGGATCC	  	  AAG	  TGG	  AAC	  CAC	  AGG	  GCT	  GGA	  

GAG	  A	  

R3hdml	  (-‐2920bp)	   CAC	  TTT	  CTA	  GAT	  GAA	  GAA	  ACT	  GAG	  ACA	  CA	   GCATCTAGA	  CAC	  TCC	  CAC	  TCT	  CAG	  ATA	  AAG	  

CCT	  CCA	  T	  
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Dusp5	  Upstream:	  

Cloning	  Region	   Forward	   Reverse	  

Dusp5	  Clone	  1	  	  

(-‐2200bp/0bp)	  

GCATCTAGA	  T	  GTG	  TCT	  CCA	  TCA	  CAT	  CCT	  TGT	  

GTC	  

TCTGGATCC	  GCC	  ACC	  CAG	  CGG	  CCC	  GAC	  GCT	  

GCG	  

Dusp5	  Clone	  2	  	  

(-‐6940bp/-‐3000bp)	  

GAT	  GGG	  ATC	  CGA	  TTG	  TAA	  ATT	   TCTGGATCC	  GAG	  ACA	  CAA	  GGA	  TGT	  GAT	  GGA	  

GAC	  ACA	  

Dusp5	  Clone	  3	  	  

(-‐7599bp	  /-‐6940bp)	  

GCATCTAGA	  ATT	  AAA	  GTT	  GTG	  CGC	  CAC	  CAC	  

TGC	  

AAT	  TTA	  CAA	  TCG	  GAT	  CCC	  ATC	  AAT	  

Dusp5	  Clone	  

(-‐10kb/7599bp)	  

GCATCTAGA	  AAG	  TAC	  ACT	  GTA	  GCT	  GTC	  CTC	  

AGA	  CAC	  

TCTGGATCC	  GTG	  TCT	  GAG	  GAC	  AGC	  TAC	  AGT	  

GTA	  CTT	  

Dusp5	  Clone	  (-‐7239bp)	   GCATCTAGA	  CTT	  CCC	  AAG	  TAC	  TAG	  GAT	  TAA	  

AGG	  TGC	  ACG	  

TCTGGATCC	  CGT	  GCA	  CCT	  TTA	  ATC	  CTA	  GTA	  

CTT	  GGG	  AAG	  

Dusp5	  Clone	  4	  For	   GCATCTAGA	  CCA	  GTC	  TAG	  GAA	  ATA	  AGA	  CAG	  

GAG	  AGC	  CAA	  -‐	  

	  

Dusp5	  Clone	  (-‐2200bp)	   GCATCTAGA	  CAG	  GGT	  TAC	  TAG	  GCT	  GTG	  CCT	  

CTA	  TGG	  TAC	  

TCTGGATCC	  GTA	  CCA	  TAG	  AGG	  CAC	  AGC	  CTA	  

GTA	  ACC	  CTG	  

Dusp5	  	  (-‐2610bp)	  Rev	  	   	   GGA	  TGG	  AGG	  CTT	  TAT	  CTG	  AGA	  GTG	  GGA	  GTG	  

Dusp5	  Clone	  (-‐9759bp)	  

For	  	  

GCATCTAGA	  GTG	  AGC	  CTC	  AGT	  CTC	  TAA	  ATC	  

TGT	  TAC	  AGT	  CTC	  TAA	  ATC	  TGT	  TAC	  

	  

Dusp5	  (-‐9,220bp)	  For	   TCA	  GCA	  TTC	  TAG	  AAC	  CTC	  CCT	  GCC	  CCC	  AC	   	  
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R3hdml	  Downstream:	  

Cloning	  Region	   Forward	   Reverse	  

R3hdml	  Clone	  (+0bp)	  For	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  ACT	  GGC	  CCA	  ATG	  TTA	  TGT	  

CAC	  CCC	  TAG	  C	  

	  

R3hdml	  Clone	  (+541bp)	  	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  CTA	  AAG	  GTC	  ACC	  CTC	  AGC	  

TAT	  TAG	  AG	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CTC	  TAA	  TAG	  CTG	  AGG	  GTG	  

ACC	  TTT	  AG	  

R3hdml	  Clone	  (+1501bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  ACT	  ACT	  CTA	  CTT	  GGT	  GGA	  

AGA	  GGA	  AG	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CTT	  CCT	  CTT	  CCA	  CCA	  AGT	  

AGA	  GTA	  GT	  

R3hdml	  Clone	  (+2161bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  ACC	  TAC	  AGA	  AGC	  CAG	  AGA	  

GGA	  TAT	  C	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  GAT	  ATC	  CTC	  TCT	  GGC	  TTC	  

TGT	  AGG	  T	  

R3hdml	  Clone	  (+3301kb)	  

Rev	  

	   C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  GTG	  TGA	  GAG	  AAG	  GTT	  TAG	  

ACC	  AGA	  C	  

R3hdml	  Clone	  (+	  4261bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GGT	  TCC	  CTA	  AGT	  GAC	  TGG	  

TTA	  CTG	  TT	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  AAC	  AGT	  AAC	  CAG	  TCA	  CTT	  

AGG	  GAA	  CC	  

R3hdml	  Clone	  (+	  6181bp)	  	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GCT	  GGT	  ATC	  TAA	  CAT	  AGA	  

GCT	  GCT	  G	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CAG	  CAG	  CTC	  TAT	  GTT	  AGA	  

TAC	  CAG	  C	  
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Dusp5	  Downstream:	  

Cloning	  Region	   Forward	   Reverse	  

Dusp5	  Clone	  (+0kb)	  For	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GAC	  CGT	  GGT	  CGG	  TGG	  CTA	  

CCA	  GCG	  AGT	  

	  

Dusp5	  Clone	  (+200bp)	  

For	  

CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  AGT	  ACG	  TGC	  TGA	  CTG	  CTG	  

TAC	  TTC	  CGG	  

	  

Dusp5	  Clone	  (+1681bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GAG	  GAA	  AGG	  CTG	  ACT	  AGA	  

GAT	  AGT	  TG	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CAA	  CTA	  TCT	  CTA	  GTC	  AGC	  

CTT	  TCC	  TC	  

Dusp5	  Clone	  (+3kb)	  Rev	   	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GAT	  AGC	  TCT	  GGG	  ACT	  CTA	  

ACT	  CCA	  TTTG	  

Dusp5	  Clone	  (+2600bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GAT	  AGC	  TCT	  GGG	  ACT	  CTA	  

ACT	  CCA	  TTTG	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CAA	  ATG	  GAG	  TTA	  GAG	  TCC	  

CAG	  AGC	  TAT	  C	  

Dusp5	  Clone	  (+3600bp)	  

Rev	  

	   C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  AGT	  ATA	  GCT	  AAA	  AGC	  CCA	  

CCC	  CTA	  

Dusp5	  Clone	  (+5900bp)	  

For	  

CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  CCA	  CCT	  CTG	  TAC	  TCT	  GTG	  

AGA	  ATG	  AAA	  G	  

	  

Dusp5	  Clone	  (+6076bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GTA	  GAA	  GAG	  AAG	  CGT	  TCC	  

TAG	  ACC	  T	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  AGG	  TCT	  AGG	  AAC	  GCT	  TCT	  

CTT	  CTA	  C	  -‐3	  

Dusp5	  Clone	  (+8701bp)	  

For	  

CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  CAG	  CCT	  CCT	  AAG	  TAG	  CTG	  

GAA	  TTA	  AAG	  

	  

Dusp5	  Clone	  (+9220bp)	  

Rev	  

	   C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  GTA	  CAA	  GAT	  TGA	  CTA	  CAG	  

GGG	  AGA	  G	  
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R3hdml	  Intron1:	  

Cloning	  Region	   Forward	   Reverse	  

R3hdml	  Intron	  (+0bp)	  For	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GTG	  AGT	  CCC	  AAA	  CTT	  TCC	  

CTG	  TGC	  A	  

	  

R3hdml	  Intron	  (+181bp)	  

For	  

CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GGA	  ATA	  CTA	  TCT	  GTA	  GAG	  

GGC	  CTT	  G	  

	  

R3hdml	  Intron	  (+1200bp)	  	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GTA	  TAG	  AAC	  ACT	  GGG	  ATG	  

GTG	  TCT	  C	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  GAG	  ACA	  CCA	  TCC	  CAG	  TGT	  

TCT	  ATA	  C	  

R3hdml	  Intron	  (+2341bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GTC	  TAC	  ATA	  TCT	  GGG	  TGT	  

ACA	  GGG	  A	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  TCC	  CTG	  TAC	  ACC	  CAG	  ATA	  

TGT	  AGA	  C	  

R3hdml	  Intron	  (+3000bp)	  

Rev	  

	   C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CTG	  ATG	  AAG	  GAC	  AGA	  TCA	  

TGA	  ATT	  T	  

	  

Dusp5	  Intron1:	  

Cloning	  Region	   Forward	   Reverse	  

Dusp5	  Intron	  (+0bp)	  For	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GTG	  AGT	  TCG	  TCC	  GGG	  AGC	  

AGA	  CTG	  C	  

	  

Dusp5	  Intron	  Clone	  

(+4000bp)	  Rev	  

	   C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  CTT	  CAG	  AAA	  TAA	  AGG	  GAT	  

AAA	  CAA	  A	  

Dusp5	  Intron	  Clone	  

(+781bp)	  

CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GAC	  TTA	  TTT	  CAC	  CTG	  CTG	  

TCG	  AG	  ATA	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  TAT	  CTC	  GAC	  AGC	  AGG	  TGA	  

AAT	  AAG	  TC	  

Dusp5	  Clone	  (+1741bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  CTT	  ATA	  CTT	  CCT	  ACA	  GTT	  

CCG	  TCT	  CC	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  GGA	  GAC	  GGA	  ACT	  GTA	  GGA	  

AGT	  ATA	  AG	  

Dusp5	  Clone	  (+2701bp)	   CG	  GCC	  GC	  TCTAGA	  GTA	  ACA	  TGA	  CAG	  CAA	  GTG	  

AGT	  CCT	  

C	  TTT	  CTA	  GGATCC	  AGG	  ACT	  CAC	  TTG	  CTG	  TCA	  

TGT	  TAC	  
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Luciferase	  Assay:	  

Various	  reporter	  gene	  constructs	  were	  transfected	  (Lipofectamine,	  Life	  

Technologies)	  into	  wild	  type	  mouse	  ES	  cells	  for	  24hrs	  and	  then	  stimulated	  for	  8hrs	  with	  

BMP4.	  	  	  After	  treatment,	  cells	  were	  lysed	  and	  subject	  to	  luciferase	  assay	  as	  follows.	  Cell	  

lysate	  (50µl)	  was	  mixed	  with	  100µl	  of	  luciferase	  assay	  reagent	  (20mM	  Tricine.	  NaOH	  

pH7.8,	  1mM	  magnesium	  carbonate,	  0.1mM	  EDTA,	  5mM	  DTT,	  2.7mM	  Coenzyme	  A,	  0.5mM	  

ATP,	  0.5mM	  Na-‐Luciferin).	  	  Reaction	  mixture	  was	  measured	  using	  a	  luminometer	  

(Analytical	  Luminescence	  Lab,	  Moonlight	  2010).	  	  Glow	  luminescence	  was	  measured	  for	  

10sec	  to	  obtain	  RLU	  (Renilla	  luciferase	  unit)	  values.	  	  RLU	  values	  were	  normalized	  by	  

performing	  a	  β-‐galactosidase/ONPG	  assay	  on	  each	  sample.	  

	  

Results	  and	  Discussion:	  

Chapter	  3.1:	  	  Gene	  expression	  profile	  of	  BRE-gal	  ES	  cells	  after	  BMP4	  stimulation.	  

To	  identify	  direct	  BMP4	  target	  genes,	  RNA	  was	  isolated	  from	  BRE-‐gal	  cells	  from	  

untreated	  cells	  and	  cells	  treated	  with	  BMP4	  for	  4hrs	  to	  prepare	  RNA-‐Seq	  libraries	  (Figure	  

3.1).	  	  Both	  samples	  were	  sequenced	  following	  library	  generation.	  	  The	  4hrs	  time	  point	  was	  

chosen	  because	  we	  know	  immediate	  early	  genes	  (primary	  response	  genes)	  such	  as	  the	  Id3	  

gene	  are	  induced	  within	  4hrs	  of	  BMP4	  treatment.	  

The	  computational	  pipeline	  for	  RNA-‐Seq	  quantitation	  is	  shown	  in	  Figure	  3.2.	  	  RNA	  

samples	  isolated	  from	  each	  treatment	  time	  point	  were	  collected	  to	  determine	  its	  RNA	  

integrity	  value	  (RIN).	  	  Both	  samples	  had	  a	  RIN	  value	  above	  9.7.	  	  Sequencing	  of	  samples	  was	  

done	  using	  50bp	  single-‐end	  reads.	  	  	  For	  the	  untreated/control	  sample,	  we	  obtained	  21	  

million	  reads	  and	  for	  the	  4hrs	  BMP4	  treatment,	  we	  obtained	  15.6	  million	  reads.	  	  Following	  
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mapping	  of	  the	  sequencing	  reads	  to	  the	  mouse	  transcriptome	  (mm9),	  we	  obtained	  9.8	  

(46.6%)	  million	  mapped	  reads	  for	  the	  untreated	  sample	  and	  8.3	  (53%)	  million	  mapped	  

reads	  for	  the	  4hrs	  BMP4	  treated	  sample.	  	  RNA-‐Seq	  quantitation	  was	  done	  using	  Bowtie	  

mapping	  and	  Cufflink	  software	  (Langbead	  et	  al.,	  2009;	  Trapnell	  et	  al.,	  2012).	  	  In	  Figure	  3.3,	  

the	  correlation	  of	  RPKM	  (Reads	  Per	  Kilobase	  of	  transcript	  per	  Million	  mapped	  reads,	  a	  

measurement	  of	  transcript	  levels	  (Mortazavi	  et	  al.,	  2008;	  Trapnell	  et	  al.,	  2012))	  values	  in	  

the	  control	  (untreated	  ES)	  sample	  and	  BMP4	  treated	  sample	  show	  genes	  both	  upregulated	  

and	  downregulated	  in	  response	  to	  BMP4	  treatment.	  	  From	  the	  results,	  1538	  genes	  were	  

determined	  to	  be	  upregulated	  2	  fold	  or	  more,	  and	  615	  genes	  were	  downregulated	  2	  fold	  or	  

more.	  A	  hierarchical	  cluster	  diagram	  (Figure	  3.4)	  shows	  that	  a	  number	  of	  genes	  were	  

upregulated	  or	  downregulated	  upon	  BMP4	  treatment.	  	  Our	  analysis	  focused	  mainly	  on	  

upregulated	  genes	  at	  this	  time.	  	  Of	  the	  1538	  genes,	  22	  genes	  were	  validated	  with	  

quantitative	  qPCR	  to	  be	  upregulated	  from	  a	  list	  of	  the	  top	  50	  upregulated	  genes	  (Figure	  3.5,	  

3.6	  and	  3.10).	  	  Some	  of	  the	  highly	  induced	  genes	  include	  bona-‐fide	  BMP	  target	  genes	  such	  

as	  the	  inhibitor	  of	  differentiation	  genes	  (Id1-4)	  (Hollnagel	  A	  et	  al.,	  1999),	  Msx2	  (Brugger	  et	  

al.,	  2004),	  and	  Gata2	  (Friedle	  et	  al.,	  2002),	  thus	  confirming	  that	  our	  RNA-‐Seq	  libraries	  were	  

good.	  

To	  identify	  novel	  BMP	  targets,	  the	  top	  200	  induced	  genes	  were	  selected	  for	  the	  

PANTHER	  (Protein	  Analysis	  Through	  Evolutionary	  Relationships)	  software	  	  

(www.pantherdb.org)	  to	  determine	  whether	  any	  known	  molecular	  and	  biological	  functions	  

can	  be	  assigned	  to	  these	  top	  200	  genes.	  	  PANTHER	  is	  a	  curated	  biological	  database	  of	  

gene/protein	  families	  that	  can	  be	  used	  to	  identify	  gene	  function	  (Mi	  et	  al.,	  2013).	  	  This	  

software	  is	  useful	  to	  classify	  genes	  and	  their	  functions	  from	  high-‐throughput	  sequencing	  
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analysis.	  	  Figure	  3.7A	  shows	  the	  molecular	  functions	  of	  the	  top	  200	  genes	  and	  most	  were	  be	  

involved	  in	  “binding”	  and	  “nucleic	  acid	  binding	  transcription	  factor	  activities”.	  	  	  This	  finding	  

is	  not	  surprising	  since	  ES	  cells	  tend	  to	  utilize	  combinatorial	  binding	  of	  transcriptional	  

factors	  to	  regulate	  the	  multitude	  of	  processes	  from	  self-‐renewal	  to	  priming	  cells	  for	  

differentiation.	  	  	  Additionally,	  Figure	  3.7B	  shows	  the	  biological	  functions	  of	  these	  top	  200	  

genes.	  	  These	  genes	  were	  to	  be	  mainly	  involved	  in	  developmental	  processes	  as	  well	  as	  

cellular	  and	  metabolic	  processes.	  

	  

Chapter	  3.2:	  A	  bioinformatics	  approach	  to	  identifying	  BREs.	  

From	  a	  series	  of	  molecular	  analysis	  combined	  together	  with	  RNA-‐Seq,	  I	  was	  able	  to	  

identify	  a	  set	  of	  genes	  that	  were	  upregulated	  upon	  BMP4	  stimulation	  and	  validated	  

independently	  through	  quantitative	  qPCR	  analysis.	  	  Next,	  I	  investigated	  whether	  these	  

BMP4	  targets	  contain	  the	  BRE	  motif.	  	  We	  utilized	  a	  software	  program	  called	  MotifMap	  to	  

search	  for	  the	  presence	  of	  the	  BRE	  (5’-‐GRNGNC-‐N5-‐GTCTG-‐3’)	  motif	  near	  the	  genes.	  	  Motif-‐

Map	  uses	  transcription	  factor	  databases	  such	  as	  Jaspar	  and	  Transfac	  (Daily	  et	  al.,	  2011)	  and	  

apply	  their	  respective	  binding	  matrices	  to	  search	  for	  binding	  sites	  within	  a	  reference	  

genome	  (Daily	  et	  al.,	  2011).	  	  Motif-‐Map	  produces	  a	  Normalized	  Log-‐Odds	  (NLOD)	  score	  

derived	  from	  the	  position	  weight	  matrix	  of	  a	  transcription	  factor	  or	  a	  specified	  motif.	  	  

Binding	  sites	  of	  each	  transcription	  factor	  motif	  during	  the	  scanning	  of	  the	  genome	  will	  

generate	  a	  NLOD	  score	  to	  predict	  the	  likelihood	  a	  given	  transcription	  factor	  binding	  site	  is	  

present.	  	  The	  higher	  the	  NLOD	  score,	  the	  more	  likely	  the	  transcription	  factor	  motif	  is	  

present.	  	  In	  Figure	  3.8,	  we	  observed	  that	  most	  of	  the	  known	  BMP	  targets	  such	  as	  the	  Id	  

genes,	  Gata2,	  Msx2	  and	  Grem1,	  contained	  a	  consensus	  BRE	  motif.	  	  Interestingly,	  the	  BRE	  
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motif	  is	  not	  present	  in	  Sumo3,	  Dusp5,	  and	  R3hdml	  promoters.	  	  The	  parameters	  of	  the	  search	  

for	  BRE	  were	  5kb	  upstream	  of	  the	  transcription	  start	  site	  (TSS)	  and	  +1kb	  downstream	  of	  

the	  stop	  codon.	  	  A	  NLOD	  score	  of	  greater	  than	  0.95	  is	  considered	  significant	  (FDR	  <0.35).	  	  

The	  lower	  NLOD	  cutoff	  in	  our	  analysis	  was	  0.80,	  which	  was	  determined	  empirically	  by	  

looking	  at	  the	  predicted	  BREs	  manually	  within	  the	  mouse	  genome.	  	  	  NLOD	  score	  lower	  than	  

0.80	  did	  not	  show	  any	  predicted	  motifs	  resembling	  the	  BRE	  while	  most	  predicted	  BRE	  with	  

a	  NLOD	  score	  greater	  than	  0.95	  matched	  the	  BRE	  motif.	  	  It	  should	  be	  noted	  that	  the	  

bioinformatics	  identification	  of	  the	  BRE	  in	  these	  genes	  does	  not	  demonstrate	  that	  BMP	  

responsiveness	  is	  mediated	  via	  BRE.	  	  Predicted	  BREs	  must	  be	  tested	  to	  determine	  

experimentally	  if	  they	  are	  present	  and	  functional.	  

To	  extend	  our	  analysis,	  we	  searched	  the	  entire	  mouse	  reference	  genome	  (mm9)	  for	  

BREs	  using	  the	  MotifMap	  software	  program.	  	  1683	  genes	  had	  a	  predicted	  BREs	  detected	  

using	  the	  mm9	  genome.	  The	  cutoff	  of	  the	  NLOD	  score	  was	  	  >0.80	  and	  BREs	  were	  searched	  

within	  10kb	  upstream	  and	  downstream	  of	  the	  TSS	  and	  stop	  codon.	  	  However,	  if	  the	  NLOD	  

cutoff	  score	  >	  0.95,	  only	  46	  genes	  remained	  to	  have	  a	  BRE.	  	  These	  1683	  genes	  containing	  

predicted	  BRE	  sites	  were	  then	  intersected	  with	  the	  22	  validated	  BMP	  target	  genes	  from	  our	  

RNA-‐Seq	  analysis.	  	  Only	  7	  genes	  out	  of	  the	  22	  validated	  genes	  contained	  a	  predicted	  BRE	  

(Figure	  3.9).	  	  	  Using	  PhyloP	  conservation	  track	  from	  the	  UCSC	  Browser,	  a	  heatmap	  was	  

generated	  to	  show	  the	  degree	  of	  conservation	  of	  the	  predicted	  BREs	  among	  different	  

mammals	  (Mouse,	  Rat,	  Human,	  Orangutan,	  Dog,	  Horse,	  Opposum)	  in	  these	  7	  genes.	  	  The	  

BRE	  motif	  (+	  strand:	  5’-‐GRCGNC-‐N5-‐GTCTG-‐3’;	  -‐	  strand:	  5’-‐	  CAGAC-‐N5-‐GNCGYC	  -‐3’)	  shows	  

that	  most	  of	  the	  predicted	  BREs	  had	  a	  high	  degree	  of	  conservation	  among	  mammals	  (Figure	  

3.10).	  	  	  Id1	  and	  Id4	  have	  the	  highest	  degree	  of	  conservation	  not	  only	  in	  mammals	  but	  also	  to	  
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the	  stickleback	  fish.	  	  Using	  MotifMap,	  we	  were	  able	  to	  demonstrate	  that	  validated	  known	  

direct	  BMP	  targets	  (Id1,	  Id2,	  Id3,	  Id4,	  Msx2,	  Gata2,	  and	  Grem1)	  did	  contain	  BREs.	  	  The	  

finding	  is	  consistent	  with	  the	  hypothesis	  that	  BRE	  motif	  is	  used	  to	  mediate	  a	  subset	  of	  BMP	  

signaling.	  	  Since	  we	  found	  BRE	  only	  among	  7	  out	  of	  22	  BMP-‐regulated	  target	  genes,	  it	  

supports	  the	  notion	  that	  only	  a	  subset	  of	  BMP	  target	  genes	  is	  transcriptionally	  induced	  via	  

BRE.	  	  I	  propose	  that	  the	  other	  15	  BMP	  target	  genes	  are	  regulated	  through	  an	  alternate	  cis-‐

regulatory	  element	  and	  that	  most	  likely	  do	  not	  require	  Schnurri.	  	  However,	  I	  cannot	  

exclude	  the	  possibility	  that	  BREs	  may	  be	  present	  outside	  of	  the	  DNA	  sequences/region	  we	  

examined.	  

	  

Chapter	  3.3:	  	  Identification	  of	  Novel	  BMP	  targets.	  

	   The	  identification	  of	  a	  set	  of	  BMP	  target	  genes	  from	  our	  RNA-‐Seq	  analysis	  allowed	  

us	  to	  gather	  information	  on	  early	  genes	  that	  are	  upregulated	  in	  response	  to	  BMP4	  

induction.	  	  Before	  we	  address	  which	  cis-‐regulatory	  elements	  may	  be	  involved	  in	  regulating	  

the	  non-‐BRE	  validated	  BMP	  target	  genes,	  we	  decided	  to	  first	  ascertain	  whether	  those	  non-‐

BRE	  validated	  BMP	  target	  genes	  (~15	  genes)	  are	  direct	  BMP	  targets.	  	  A	  cycloheximide	  

experiment	  was	  performed	  to	  determine	  if	  the	  validated	  BMP	  target	  genes	  were	  direct	  BMP	  

targets.	  	  Two	  genes,	  R3hdml	  and	  Dusp5,	  were	  shown	  to	  be	  BMP	  direct	  targets	  (Figure	  3.11)	  

based	  on	  cycloheximide	  block	  experiments.	  	  Scanning	  of	  the	  promoter	  -‐10kb	  upstream,	  

+5kb	  downstream	  of	  the	  stop	  codon,	  and	  introns	  of	  the	  Dusp5	  and	  R3hdml	  genes	  showed	  

no	  predicted	  BRE	  in	  both	  these	  target	  genes	  (Mochiview:	  

www.johnsonlab.ucsf.edu/mochi.html).	  	  The	  result	  indicates	  additional	  cis-‐regulatory	  

elements	  other	  than	  the	  BRE	  mediating	  may	  be	  present	  to	  respond	  to	  BMP	  signaling.	  
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Since	  both	  R3hdml	  and	  Dusp5	  appear	  to	  function	  independently	  of	  the	  BRE,	  I	  wished	  

to	  determine	  which	  regulatory	  module	  could	  be	  used	  to	  mediate	  BMP	  signaling.	  	  	  To	  

address	  this	  question,	  I	  cloned	  the	  various	  DNA	  fragments	  covering	  the	  promoter,	  UTRs,	  

and	  the	  first	  intron	  of	  these	  genes.	  	  I	  used	  a	  local	  multiple	  alignment	  software,	  Mulan	  

(http://mulan.dcode.org/),	  to	  identify	  transcription	  factor	  binding	  sites	  that	  are	  

evolutionarily	  conserved	  across	  multiple	  species.	  	  The	  program	  allowed	  comparison	  of	  

both	  closely	  and	  distantly	  related	  genomes	  to	  identify	  conserved	  elements	  over	  a	  broad	  

range	  of	  evolutionary	  time	  (Loots	  et	  al.,	  2007).	  	  Sequences	  covering	  10kb	  of	  the	  promoter	  

upstream	  the	  transcription	  start	  site	  (TSS),	  the	  entire	  gene	  body,	  and	  5kb	  downstream	  of	  

the	  gene’s	  stop	  codon	  were	  analyzed	  by	  Mulan.	  	  Evolutionarily	  conserved	  regions	  (ECRs)	  

were	  identified	  by	  comparing	  the	  mouse	  and	  human	  genome.	  	  Results	  from	  Mulan	  for	  the	  

R3hdml	  and	  Dusp5	  genes	  are	  shown	  in	  Figure	  3.12.	  	  The	  promoters	  (-‐10kb),	  downstream	  

regions	  (+5kb),	  and	  the	  first	  introns	  of	  these	  two	  genes	  were	  then	  cloned	  into	  a	  minimal	  Id3	  

promoter-‐luciferase	  construct	  	  (201-‐X.Id3-‐pOLuc)	  and	  transfected	  into	  wild	  type	  E14	  

mouse	  ES	  cells.	  	  Transfection	  was	  followed	  by	  a	  luciferase	  assay.	  	  Cloned	  genomic	  

fragments	  (Figure	  3.13)	  were	  assayed	  to	  determine	  whether	  luciferase	  induction	  occurred	  

in	  response	  to	  BMP4	  stimulation.	  	  To	  date,	  none	  of	  the	  constructs	  cloned	  and	  tested	  have	  

shown	  luciferase	  induction	  (Figure	  3.14).	  	  Since	  my	  collection	  of	  subclones	  only	  

encompassed	  ~60%	  of	  the	  proposed	  genomic	  region	  for	  Dusp5	  and	  R3hdml,	  it	  is	  entirely	  

possible	  that	  I	  failed	  to	  clone	  the	  responsible	  cis-‐regulatory	  element.	  	  Alternatively,	  the	  

readout	  of	  the	  limited	  regulatory	  region	  present	  in	  the	  cloned	  fragments	  might	  be	  too	  weak	  

to	  provide	  a	  strong	  response.	  	  It	  may	  be	  necessary	  to	  transfect	  a	  constitutively	  active	  BMP	  

receptor	  plasmid	  (Varley	  et	  al.,	  1998)	  in	  our	  assay	  to	  amplify	  the	  luciferase	  signal	  of	  our	  
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cloned	  fragment.	  	  Constitutive	  active	  BMP	  Type	  I	  receptor	  activates	  the	  BMP-‐Smad	  

pathway	  in	  a	  ligand-‐independent	  manner	  and	  can	  provide	  a	  stronger	  BMP	  signaling	  to	  

induce	  luciferase	  signal	  in	  our	  clones.	  

	   If	  R3hdml	  and	  Dusp5	  are	  indeed	  involved	  in	  the	  BMP	  signaling	  cascade,	  it	  would	  be	  a	  

novel	  finding	  linking	  R3hdml	  to	  BMP	  target	  signaling	  and	  also	  implicating	  BMP4-‐mediated	  

Dusp5	  expression	  in	  mouse	  ES	  cell	  self-‐renewal.	  	  When	  we	  examined	  the	  expression	  of	  

Dusp5	  in	  Xenopus	  (Xenbase:	  http://www.xenbase.org)	  and	  BMP4	  ligand	  expression	  (Javier	  

et	  al.,	  2012)	  in	  mouse,	  we	  noted	  that	  expression	  of	  Dusp5	  and	  BMP4	  overlap.	  	  For	  example,	  

Anna	  Javier	  showed	  that	  BMP4	  expression	  is	  present	  in	  the	  neural	  tube,	  pharyngeal	  arches,	  

forebrain,	  and	  otic	  vesicle	  (Javier	  et	  al.,	  2012).	  	  Similarly,	  Dusp5	  expression	  in	  Xenopus	  was	  

observed	  in	  the	  same	  structures	  

(http://www.xenbase.org/gene/showgene.do?method=displayGeneSummary&geneId=95

7571).	  	  Additionally,	  in	  zebrafish,	  Dusp5	  expression	  is	  present	  in	  the	  ventral	  mesoderm	  

(www.zfin.org)	  and	  BMP4	  is	  also	  expressed	  in	  the	  same	  region	  (Selever	  et	  al.,	  2004).	  	  	  

However,	  the	  expression	  data	  for	  R3hdml	  was	  not	  in	  Xenbase	  and	  ZFin.	  	  Based	  on	  these	  

observations,	  we	  propose	  that	  Dusp5	  is	  a	  highly	  conserved	  direct	  BMP4	  target	  since	  I	  

detected	  similar	  expression	  patterns	  among	  mouse,	  Xenopus,	  and	  zebrafish.	  	  It	  would	  be	  

interesting	  to	  obeserve	  the	  knockdown	  or	  overexpression	  phenotypes	  of	  these	  genes.	  	  

	  

Conclusion:	  

We	  have	  successfully	  identified	  direct	  BMP4	  targets	  (Dusp5	  and	  R3hdml)	  using	  RNA-‐

Seq.	  	  The	  dual-‐specificity	  protein	  phosphatase	  5	  (Dusp5,	  also	  known	  as	  HVH3	  and	  B23)	  

belongs	  to	  the	  Dusp	  family	  (also	  known	  as	  mitogen	  activated	  protein	  kinases	  (MAPK)	  
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phosphatase	  or	  MKPs).	  	  Dusp	  typically	  dephosphorylates	  phosphothreonine	  and	  

phosphotyrosine	  residues	  on	  MAPKs.	  	  Dusp5	  can	  be	  induced	  by	  both	  heat	  shock	  and	  serum	  

(Ishibashi	  et.	  al.,	  1994;	  Kwak	  et	  al.,	  1995).	  	  Unlike	  other	  Dusps,	  Dusp5	  can	  inactivate	  

extracelluar	  signal-‐regulated	  kinase	  2	  (Erk2)	  and	  is	  responsible	  for	  the	  nuclear	  

translocation	  of	  Erk2	  in	  vivo	  (Mandl	  et	  al.,	  2005)	  to	  negatively	  regulate	  Erk	  signaling.	  	  

Dusp5	  transcripts	  increases	  from	  blastula	  stage	  8.5-‐9	  and	  functions	  in	  conjunction	  with	  

Dusp1	  to	  negatively	  regulate	  FGF	  signaling	  (Branney	  et	  al.,	  2009).	  	  Additionally,	  Dusp5	  is	  

important	  for	  angioblasts	  formation	  and	  is	  essential	  for	  vascular	  development	  in	  zebrafish	  

embryos	  (Pramanik	  et	  al.,	  2008).	  	  In	  mouse	  embryonic	  stem	  cells,	  Dusp5	  has	  been	  shown	  to	  

enhance	  self-‐renewal	  and	  Dusp5	  knockdown	  reduces	  the	  expression	  of	  key	  pluripotentcy	  

factors	  Oct4	  and	  Nanog	  (Chen	  et	  al.,	  2011).	  	  A	  recent	  study	  has	  implicated	  Dusp9,	  an	  Erk	  

specific	  phosphatase,	  as	  a	  critical	  mediator	  of	  BMP4	  signaling	  to	  control	  the	  ERK	  signaling	  

pathway	  (Li	  et	  al.,	  2012).	  	  ERKs	  are	  intracellular	  mediators	  of	  MAPKs	  that	  are	  involved	  in	  

growth	  and	  differentiation	  of	  various	  cell	  types	  (Kolch	  et	  al.,	  2005;	  Silva	  et	  al.,	  2008;	  Ying	  et	  

al.,	  2008).	  	  Dusp9	  overexpression	  was	  shown	  to	  inhibit	  ERK	  target	  genes	  (Li	  et	  al.,	  2012).	  	  

Interestingly,	  Li	  et	  al.,	  2012	  showed	  that	  Dusp5	  was	  not	  upregulated	  after	  BMP4	  treatment.	  	  

In	  our	  study,	  Dusp5	  is	  not	  only	  upregulated	  but	  is	  also	  a	  direct	  BMP	  target	  based	  on	  our	  

cycloheximide	  block	  experiments	  using	  mouse	  ES	  cells.	  	  This	  discrepancy	  between	  our	  

findings	  and	  published	  findings	  could	  be	  due	  to	  the	  differences	  in	  cell	  lines.	  	  Our	  study	  used	  

the	  E14.Tg2a	  mouse	  ES	  cells	  whereas	  the	  Li	  et	  al	  group	  used	  the	  R1	  mouse	  ES	  cell	  line.	  	  The	  

R1	  mouse	  ES	  cell	  line	  was	  established	  from	  from	  (129/Sv	  x129/Sv-‐CP)	  F1	  3.5-‐day	  

blastocyst	  whereas	  our	  E14.TG2a	  was	  derived	  from	  the	  129/Ola	  mice	  strain.	  

The	  R3hdml	  (R3H	  domain	  containing-‐like)	  is	  a	  253	  amino	  acid	  cysteine-‐rich	  
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secretory	  protein	  belonging	  to	  the	  CRISP	  (Cysteine-‐Rich	  Secretory	  Protein)	  family.	  	  It	  is	  

considered	  a	  putative	  serine	  protease	  inhibitor	  (Krätzschmar	  et	  al.,	  1996).	  	  CRISP	  proteins	  

have	  molecular	  weights	  of	  about	  20-‐30	  kDa	  and	  are	  characterized	  by	  the	  presence	  of	  

sixteen	  conserved	  cysteine	  residues	  (Krätzschmar	  et	  al.,	  1996).	  	  Most	  of	  the	  cysteine	  

residues	  are	  clustered	  in	  the	  C-‐terminal	  domain	  of	  the	  molecule.	  	  Not	  much	  is	  known	  about	  

R3hdml	  function	  in	  development	  until	  now.	  

In	  the	  present	  study,	  our	  results	  demonstrate	  that	  only	  a	  subset	  of	  BMP4	  target	  

genes	  are	  regulated	  by	  the	  BRE	  and	  that	  a	  novel	  cis-‐regulatory	  module/regulatory	  element	  

may	  be	  responsible	  for	  regulating	  other	  non-‐BRE	  BMP	  target	  genes.	  	  Notably,	  we	  found	  two	  

genes,	  R3hdml	  and	  Dusp5,	  are	  direct	  BMP	  targets	  and	  do	  not	  contain	  a	  predicted	  BRE	  in	  its	  

promoter,	  intron,	  and	  downstream	  regions.	  	  	  These	  two	  previously	  unidentified	  BMP	  target	  

genes	  may	  play	  key	  roles	  in	  mouse	  ES	  self-‐renewal	  and	  physiology.	  	  It	  is	  interesting	  to	  note	  

that	  although	  BMPs	  play	  such	  diverse	  roles	  in	  many	  biological	  processes,	  we	  did	  not	  

identify	  a	  large	  number	  of	  direct	  BMP	  targets.	  	  This	  suggests	  that	  only	  a	  handful	  of	  genes	  

are	  potential	  “master”	  regulators	  of	  BMP	  signaling.	  	  Taken	  together,	  the	  wider	  implications	  

of	  this	  finding	  may	  explain	  why	  different	  developmental	  processes	  could	  be	  regulated	  by	  

one	  particular	  growth	  factor,	  BMP4,	  during	  the	  various	  developmental	  stages.	  
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Figure	  3.1	  

	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  
	  
Figure	  3.1:	  	  RNA-‐Seq	  Approach.	  A)	  This	  illustrate	  the	  typical	  workflow	  of	  how	  single	  
stranded	  poly-‐A	  mRNA	  are	  converted	  to	  double	  stranded	  cDNA	  with	  adaptor	  on	  its	  ends	  to	  
generate	  a	  sequencing	  library.	  	  B)	  After	  sequencing	  reads	  are	  computationally	  processed,	  
reads	  are	  visualized	  on	  a	  genome	  browser.	  	  The	  genome	  browser	  consists	  of	  a	  gene	  model	  
(right	  to	  left),	  mapped	  raw	  reads,	  and	  relative	  peaks	  (based	  on	  raw	  reads).	  	  	  Most	  of	  the	  
reads	  are	  mapped	  to	  exon	  region	  of	  the	  gene.
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Figure	  3.2	  
	  
	  	  	  	  	  	  
	  

	  
	  
Figure	  3.2:	  RNA-‐Seq	  Computational	  Pipeline:	  The	  Illumina	  Hi-‐Seq	  protocol	  generates	  a	  
large	  sequence	  text	  file	  which	  is	  then	  input	  to	  a	  base	  caller	  to	  determine	  which	  base	  is	  
present	  and	  to	  check	  for	  quality	  of	  each	  base	  read.	  	  The	  reads	  generated	  from	  the	  base	  
caller	  is	  then	  aligned	  to	  a	  reference	  transcriptome.	  	  Only	  unique	  mapped	  reads	  to	  a	  gene	  
are	  quantitated.	  	  Read	  quantitation	  are	  measured	  in	  RPKM	  (Reads	  Per	  Kilobase	  of	  
transcript	  per	  Million	  mapped	  reads).	  	  The	  RPKM	  gives	  a	  measurement	  of	  transcript	  level.	  
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Figure	  3.3:	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  
	  
Figure	  3.3:	  Correlation	  of	  Control	  Sample	  and	  BMP-‐Treated	  Sample.	  	  RPKM:	  Reads	  Per	  
Kilobase	  of	  transcript	  per	  Million	  mapped	  reads,	  a	  measurement	  of	  transcript	  levels	  
(Trapnell	  et	  al.,	  2012;	  Mortazavi	  et	  al.,	  2008)).	  	  After	  computationally	  processing	  RNA-‐Seq	  
reads,	  RPKM	  values	  of	  all	  the	  genes	  in	  both	  treated	  and	  untreated	  (control)	  samples	  were	  
graphed	  in	  scatterplot.	  	  Genes	  with	  a	  10-‐fold	  change	  upregulate	  or	  downregulated	  are	  
indicated	  in	  blue.	  	  Genes	  with	  a	  2-‐fold	  change	  are	  indicated	  in	  red.	  	  	  
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Figure	  3.4:	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  WT	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  +BMP4	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	   	  
	  
Figure	  3.4:	  	  Cluster	  diagram	  of	  gene	  expression	  in	  wild	  type	  mouse	  ES	  cells	  and	  BMP4-‐
treated	  mouse	  ES	  cells.	  	  Genes	  are	  organized	  by	  hierarchical	  clustering	  based	  on	  similarity	  
in	  gene	  expression	  pattern.	  Red=	  >4	  fold	  upregulation	  of	  gene	  expression;	  Green	  =	  
represent	  >	  4	  fold	  downregulation	  of	  gene	  expression	  from	  the	  median.	  	  Black	  =No	  change	  
in	  gene	  expression.
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Figure	  3.5:	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  
	  
	  
Figure	  3.5:	  	  A	  list	  of	  RNA-‐Seq	  genes	  that	  were	  upregulated	  and	  validated	  by	  quantitative	  
RT-‐PCR.	  	  Genes	  highlighted	  in	  red	  are	  known	  BMP	  targets.	  	  Genes	  highlighted	  in	  green	  are	  
novel	  direct	  BMP	  targets.	  	  A	  short	  description	  of	  the	  upregulated	  genes	  is	  seen	  to	  the	  right	  
of	  the	  listed	  gene	  name.	  
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	  	  Figure	  3.6:	  
	  
	  
	  

	  
	  
Figure	  3.6:	  Quantitative	  RT-‐PCR	  validation	  of	  the	  upregulated	  RNA-‐Seq	  genes.	  	  Mouse	  ES	  
cells	  were	  treated	  with	  and	  without	  BMP4	  for	  4hrs.	  	  RNA	  was	  isolated	  and	  cDNA	  was	  
generated	  to	  perform	  quantitative	  real-‐time	  PCR	  for	  each	  gene.	  	  mRNA	  levels	  for	  each	  gene	  
were	  normalized	  to	  the	  control	  (untreated)	  sample,	  which	  was	  at	  1.	  
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Figure	  3.7:	  
	  
A)	  

	   	  	  
	  
B)	  
	  

	   	  
	  
Figure	  3.7:	  	  Gene	  Ontology	  (GO)	  of	  the	  top	  200	  upregulated	  genes	  by	  BMP4	  as	  revealed	  by	  
RNA-‐Seq.	  	  A)	  Gene	  Ontology	  based	  on	  Molecular	  Function.	  	  Many	  of	  the	  genes	  upregulated	  
upon	  BMP4	  stimulation	  in	  mouse	  ES	  cells	  are	  involved	  in	  binding,	  catalytic,	  and	  nucleic	  acid	  
binding	  transcription	  factor	  activity.	  B)	  Gene	  Ontology	  Based	  on	  Biological	  Processes.	  A	  
number	  of	  the	  genes	  upregulated	  upon	  BMP4	  stimulation	  in	  mouse	  ES	  cells	  are	  involved	  in	  
developmental	  process.	  	  	  
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Figure	  3.8:	  	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  3.8:	  Many	  validated	  BMP	  inducible	  genes	  contain	  a	  BRE	  in	  their	  promoter	  regions.	  	  
Transcription	  factor	  motifs	  were	  search	  5kb	  upstream	  the	  transcription	  start	  site	  and	  +1kb	  
downstream	  of	  the	  stop	  codon	  for	  each	  BMP4	  validated	  gene	  using	  MotifMap.	  	  The	  X-‐axis	  
contains	  a	  list	  of	  transcription	  motifs	  (TF).	  	  The	  y-‐axis	  contains	  a	  list	  of	  validated	  genes.	  	  
The	  likelihood	  of	  containing	  a	  validated	  gene	  is	  based	  on	  the	  normalized	  log-‐odd	  (NLOD)	  
score.	  	  The	  higher	  the	  NLOD	  score	  (darkest	  red)	  the	  more	  likely	  the	  BRE	  is	  present.	  	  The	  
cuttoff	  of	  NLOD	  score	  was	  >0.80.	  
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Figure	  3.9:	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  	  
	  
Figure	  3.9:	  BREs	  are	  present	  in	  only	  a	  subset	  of	  BMP	  target	  genes.	  	  There	  were	  1538	  
upregulated	  genes	  (>	  2	  Fold)	  in	  our	  RNA-‐Seq	  analysis.	  	  BREs	  were	  searched	  using	  MotifMap	  
across	  the	  mm9	  mouse	  genome	  using	  a	  normalized	  log-‐odd	  score	  (NLOD	  Cutoff:	  >	  0.80).	  	  
Approximately	  1683	  genes	  contained	  a	  predicted	  BRE	  within	  10kb	  upstream	  and	  
downstream.	  	  The	  predicted	  BREs	  were	  then	  intersected	  with	  the	  22	  validated	  genes	  (See	  
Figure	  3.6)	  upregulated	  from	  RNA-‐Seq	  anlaysis.	  	  Only	  7	  genes	  were	  known	  BMP	  targets	  and	  
contained	  a	  predicted	  BRE.	  	  R3hdml	  and	  Dusp5	  are	  also	  direct	  BMP	  targets	  but	  do	  not	  
contain	  a	  predicted	  BRE.	  	  	  
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Figure	  3.10:	  
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Figure	  3.10:	  	  Heatmap	  of	  nucleotide	  conservation	  of	  predicted	  BRE	  among	  7	  BMP	  targets.	  	  
The	  conservation	  of	  each	  nucleotide	  within	  the	  BRE	  was	  searched	  using	  PhyloP	  (UCSC	  
Genome	  Browser).	  	  The	  Y-‐axis	  contains	  a	  list	  of	  organisms	  in	  which	  corresponding	  
homologs	  were	  identified	  and	  the	  X-‐axis	  is	  the	  BRE	  motif	  (Positive	  strand:	  5’-‐GRCGNC-‐N5-‐
GTCTG-‐3’;	  Negative	  strand:	  5’-‐	  CAGAC-‐N5-‐GNCGYC	  -‐3’).	  	  Red	  =	  Conservation;	  Black	  =	  No	  
Conservation;	  Light	  Blue	  =	  No	  information	  	  
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Figure	  3.11:	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  
	  
	  
Figure	  3.11:	  R3hdml	  and	  Dusp5	  are	  immediate	  response	  genes	  after	  BMP4	  stimulation.	  	  
Mouse	  ES	  cells	  were	  stimulated	  with	  treated	  with	  BMP4	  alone,	  cycloheximide	  (CHX)	  alone,	  
and	  CHX	  and	  BMP4	  together	  for	  4	  hours.	  	  Quantitative	  RT-‐PCR	  was	  performed	  to	  check	  the	  
expression	  levels	  of	  R3hdml	  and	  Dusp5	  transcripts.	  	  BMP	  induced	  the	  expression	  of	  R3hdml	  
and	  Dusp5.	  
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Figure	  3.12:	  
	  
A)	  
	  

	  
	  
	  
B)	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  3.12:	  	  Evolutionarily	  conserved	  region	  (ECR)	  of	  the	  R3hdml	  and	  Dusp5	  genes	  
predicted	  by	  Mulan	  (http://mulan.dcode.org/).	  	  ECR	  of	  the	  two	  genes:	  R3hdml	  (Panel	  A)	  
and	  Dusp5	  (Panel	  B)	  (-‐10kb	  Upstream	  to	  +5kb	  downstream)	  between	  the	  mouse	  and	  
human	  genome	  are	  indicated.	  	  Red	  =	  Intergenic	  region,	  Pink	  =	  Intron	  region,	  Blue	  =	  Coding	  
region,	  Yellow	  =	  Untranslated	  region	  (UTR),	  Green	  =	  Repeat	  region,	  Burgundy	  =	  
Evolutionarily	  conserved	  region.	  
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Figure	  3.13:	  
	  
	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  3.13:	  Diagram	  of	  cloning	  for	  R3hdml	  (Panel	  A)	  and	  Dusp5	  (Panel	  B).	  	  Magenta	  arrow	  
shows	  tested	  region	  with	  luciferase	  assay.	  	  Orange	  arrow	  indicates	  PCR	  fragment	  has	  been	  
successfully	  amplified	  and	  is	  in	  the	  process	  of	  being	  subcloned	  or	  have	  been	  cloned	  into	  the	  
Id3	  (-‐201)	  pOLuc	  vector.	  Green	  indicate	  evolutionarily	  conserved	  regions	  determined	  by	  
Mulan.	  
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Figure	  3.14:	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  3.14:	  	  Luciferase	  assay	  of	  cloned	  promoter	  regions	  of	  R3hdml	  and	  Dusp5	  genes.	  	  
Cloned	  promoters	  in	  the	  Id3	  (-‐201)	  pOLuc	  constructs	  were	  transfected	  into	  mouse	  ES	  cells	  
and	  treated	  with	  and	  without	  BMPs.	  R3hdml	  clones	  are	  indicated	  in	  blue	  and	  Dusp5	  clones	  
in	  red.	  	  A	  7xBRE	  pOLuc	  construct	  was	  used	  as	  a	  positive	  control	  in	  the	  luciferase	  assay.	  
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Chapter	  4	  

BMP	  signaling	  in	  early	  mouse	  embryonic	  development	  

During	  early	  embryonic	  development,	  the	  fertilized	  mammalian	  egg	  undergoes	  

multiple	  cell	  divisions	  to	  form	  a	  morula	  that	  will	  eventually	  give	  rise	  to	  a	  blastocyst	  

consisting	  of	  two	  cell	  populations:	  the	  trophectoderm	  (TE)	  and	  the	  inner	  cell	  mass	  (ICM).	  	  

Each	  will	  give	  rise	  to	  two	  distinct	  cell	  lineages.	  	  The	  TE	  will	  give	  rise	  to	  the	  placenta	  and	  

extra-‐embryonic	  tissues,	  whereas	  the	  ICM	  cells	  will	  give	  rise	  to	  the	  epiblast	  and	  the	  

primitive	  endoderm	  (PE)	  (Beddington	  et	  al.,	  1999;	  Rossant	  et	  al.,	  2009).	  	  The	  earliest	  cell	  

fate	  decision	  during	  mammalian	  embryonic	  development	  after	  fertilization	  is	  the	  

specification	  of	  the	  ICM	  and	  TE	  (Figure	  4.1).	  	  

The	  BMP	  signaling	  pathway	  plays	  a	  critical	  role	  in	  many	  developmental	  processes	  

and	  loss	  of	  BMP	  signaling	  components	  are	  embryonic	  lethal.	  	  In	  mice	  lacking	  BMP4,	  BMP	  

Type	  II	  receptor	  (BMPRII),	  or	  BMP	  Type	  I	  receptor	  (BMPRI),	  defects	  include	  improper	  

mesoderm	  differentiation	  and	  failure	  to	  initiate	  gastrulation	  (Mishina	  et	  al.,	  1995;	  Winnier	  

et	  al.,	  1995;	  Beppu	  et	  al.,	  2000).	  	  In	  addition,	  BMP4	  is	  important	  for	  allocation	  of	  primordial	  

germ	  cells	  (PGCs)	  during	  development	  (Lawson	  et	  al.,	  1995).	  	  Furthermore,	  deletion	  of	  

Smad1	  in	  mice	  can	  cause	  defects	  in	  extraembryonic	  tissues,	  decrease	  in	  PGC	  numbers,	  and	  

lethality	  at	  embryonic	  day	  10.5	  (E10.5)	  (Zhao	  et	  al.,	  2003;	  Miyazono	  et	  al.,	  2010).	  	  	  

Although	  BMP4	  has	  been	  implicated	  in	  various	  developmental	  processes,	  the	  

molecular	  mechanisms	  underlying	  preimplantation	  blastocyst	  stage	  development	  are	  still	  

unclear.	  	  Data	  supporting	  BMP	  activity	  in	  early	  embryogenesis	  has	  been	  limited	  due	  to	  

difficulty	  in	  manipulating	  mouse	  embryos.	  	  Experiments	  performed	  by	  Coucouvanis	  and	  

Martin	  (Coucouvanis	  et	  al.,	  1995)	  demonstrated	  that	  BMP4	  is	  exclusively	  expressed	  in	  the	  
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ICM	  as	  revealed	  by	  in	  situ	  hybridization.	  	  Furthermore,	  inhibiting	  BMP4	  can	  lead	  to	  

disruption	  in	  cavitation	  in	  embryoid	  bodies	  (Coucouvanis	  et	  al.,	  1995).	  	  Additionally,	  BMP	  

transducers,	  such	  as	  Smad1	  and	  Smad5,	  are	  also	  expressed	  in	  the	  epiblast	  of	  the	  early	  

embryo	  (Chang	  et	  al.,	  1999;	  Chang	  et	  al.,	  2001;	  Tremblay	  et	  al.,	  2001).	  	  Moreover,	  Id2,	  a	  

BMP	  target	  gene,	  has	  been	  shown	  to	  be	  upregulated	  in	  16-‐cell	  (E3.0)	  and	  32-‐cell	  stage	  

embryo	  (E3.25-‐E3.5)	  along	  with	  Sox2,	  a	  pluripotency	  transcription	  factor	  (Guo	  et	  al.,	  2010).	  	  

The	  Id	  proteins	  were	  first	  identified	  in	  1990	  (Benezra	  et	  al.,	  1990).	  	  Currently,	  four	  

members,	  Id1	  through	  Id4,	  have	  been	  identified	  in	  mammals	  (Benezra	  et	  al.,	  1990;	  Christy	  

et	  al.,	  1991;	  Sun	  et	  al.,	  1991;	  Riechmann	  et	  al.,	  1994).	  	  During	  development,	  all	  members	  of	  

the	  Id	  family	  are	  expressed	  in	  many	  organs	  and	  tissues,	  showing	  overlapping	  but	  distinct	  

expression	  patterns	  in	  particular	  developmental	  stages	  and	  localized	  regions	  (Evans	  et	  al.,	  

1993;	  Riechmann	  et	  al.,	  1995;	  Zhu	  et	  al.,	  1995;	  Jen	  et	  al.,	  1996,	  1997).	  	  

It	  can	  therefore	  be	  hypothesized	  that	  BMP	  signaling	  may	  be	  active	  in	  the	  ICM	  and	  

that	  BMP	  target	  genes	  are	  important	  for	  regulating	  Id	  expression	  during	  the	  first	  lineage	  

segregation	  of	  the	  ICM	  and	  TE	  during	  early	  mouse	  embryogenesis.	  

	  

Materials	  and	  Methods:	  

Single-Cell	  RNA-Seq	  Analysis:	  

	   Single-‐Cell	  RNA	  Seq	  published	  dataset	  was	  obtained	  from	  GEO	  database	  (GSE22182)	  

to	  the	  mouse	  reference	  transcriptome	  (mm9).	  	  Details	  for	  computational	  protocols	  for	  

SOLid	  sequencing	  platform	  and	  analysis	  can	  be	  found	  in:	  Tang	  F,	  Barbacioru	  C,	  Nordman	  E,	  

Bao	  S,	  Lee	  C,	  Wang	  X,	  Tuch	  BB,	  Heard	  E,	  Lao	  K,	  Surani	  MA.	  Deterministic	  and	  stochastic	  

allele	  specific	  gene	  expression	  in	  single	  mouse	  blastomeres.	  PLoS	  One.	  2011;6(6):e21208.	  
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Mouse	  ES	  Cell	  Culture:	  

E14Tg2a	  mouse	  ES	  cells	  were	  cultured	  on	  0.1%	  gelatin-‐coated	  plates	  containing	  

GMEM	  medium	  (Sigma	  Aldrich,	  #G5153)	  with	  10%	  FBS	  (Hyclone,	  catalog	  

#SH30071.03),	  0.1mM	  NEAA,	  1mM	  Sodium	  Pyruvate,	  1000U/ml	  LIF	  (Millipore,	  

catalog	  #ESG1107),	  and	  0.1mM	  2-‐Mercaptoethanol.	  Cells	  were	  maintained	  at	  

37°C,	  5%	  CO2,	  and	  split	  using	  0.25%	  trypsin	  (Life	  Technologies,	  catalog	  #15400-‐	  

054).	  

Quantitative	  Polymerase	  Chain	  Reaction	  (qPCR):	  

E14Tg2a	  mouse	  ES	  cells	  were	  treated	  with	  20ng/ml	  hBMP4	  (R&D	  Systems),	  80nM	  

LDN193189	  (Stemgent),	  or	  both	  for	  8hrs.	  	  RNA	  was	  isolated	  after	  the	  following	  treatment	  

using	  Trizol	  (Life	  Technologies).	  	  Reverse	  transcription	  was	  performed	  using	  MMLV	  

Reverse	  Transcriptase.	  	  Quantitative	  PCR	  reactions	  were	  performed	  using	  Sybr	  Green	  

(Roche).	  	  	  

qPCR	  primer	  sequences	  for	  Id	  genes:	  

mId1	  

Forward:	  5’-‐	  GACATGAACGGCTGCTACTCAC	  -‐3’	  

Reverse:	  5’-‐	  GACTTCAGACTCCGAGTTCAGC	  -‐3’	  

mId2	  

Forward:	  5’-‐	  GTGAGGTCCGTTAGGAAAAACAG	  -‐3’	  

Reverse:	  5’-‐	  GTCGTTCATGTTGTAGAGCAGACT	  -‐3’	  

mId3	  

Forward:	  5’-‐	  CTGTCGGAACGTAGCCTGG	  -‐3’	  

Reverse:	  5’-‐	  GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG	  -‐3’	  
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mId4	  	  

Forward:	  5’-‐	  AGTGCGATATGAACGACTGCTAC	  -‐3’	  

Reverse:	  5’-‐	  AGGATGTAGTCGATAACGTGCTG	  -‐3’	  

Mouse	  Embryo	  Acquisition:	  

Three-‐week	  old	  CD1	  females	  (Charles	  River)	  were	  superovulated	  using	  pregnant	  

mare	  serum	  (PMSG,	  Sigma	  Aldrich,	  catalog	  #G-‐4877,	  2000IU/vial)	  followed	  ~	  45	  

hours	  later	  with	  human	  chorionic	  gonadotropin	  (hCG,	  Sigma	  Aldrich,	  catalog	  #C-‐	  

1063,	  2500IU/vial).	  	  All	  females	  received	  5	  IU	  doses	  of	  each	  hormone	  

intraperitoneally.	  	  After	  hCG	  (Sigma	  Aldrich,	  catalog	  #C-‐1063,	  2500IU/vial)	  

injections,	  mating	  were	  set	  up.	  	  Females	  were	  in	  checked	  the	  following	  morning	  for	  

mating	  plugs,	  at	  which	  they	  were	  considered	  e0.5	  if	  a	  vaginal	  plug	  was	  present.	  

Embryos	  were	  collected	  at	  desired	  embryonic	  day	  by	  flushing	  uterine	  horns	  or	  

oviducts	  with	  Dulbecco’s	  Modified	  Eagle	  Medium	  (DMEM,	  Life	  Technologies,	  

catalog	  #11965-‐092)	  with	  Hepes	  (10mM)	  media	  (Life	  Technologies,	  catalog	  

#15630-‐106).	  

Immunofluorescence	  Staining:	  

	   Preimplantation	  stage	  mouse	  embryos	  were	  rinsed	  in	  Acid	  Tyrode’s	  solution,	  

(Sigma	  Aldrich),	  followed	  by	  a	  30	  minutes	  fixation	  with	  3.7%	  formaldehyde.	  	  Embryos	  were	  

then	  incubated	  with	  primary	  anti-‐Id2	  antibody	  (1:100,	  Santa	  Cruz	  Biotechnology).	  	  

Additionally,	  embryos	  were	  stained	  with	  Hoechst	  (2μg/ml,	  Sigma	  Aldrich)	  for	  nuclear	  

staining.	  	  Embryos	  were	  placed	  on	  a	  glass	  slide	  coated	  with	  a	  1%	  agarose	  pad	  and	  

compressed	  to	  a	  3:1	  aspect	  ratio.	  	  All	  confocal	  images	  were	  acquired	  using	  63X	  1.4	  NA	  22	  

objective,	  on	  an	  Axioobserver	  Z1	  Zeiss	  780	  confocal	  microscope	  with	  Zen2009	  software.	  	  Z-‐
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stack	  images	  were	  acquired	  at	  0.3μm	  intervals.	  

	  

Results	  and	  Discussion:	  

Chapter	  4.1:	  BMP	  Ligand	  Expression	  in	  Early	  Mouse	  Development	  as	  Revealed	  by	  

Single-Cell	  RNA-Seq	  

Single-‐cell	  transcriptomic	  analysis	  technique	  is	  a	  powerful	  tool	  to	  profile	  global	  gene	  

expression.	  	  Most	  RNA-‐Seq	  analyses	  performed	  currently	  are	  at	  “population	  level,”	  in	  which	  

transcriptome	  profiles	  are	  an	  average	  from	  millions	  of	  cells.	  	  A	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  

approach	  has	  the	  following	  advantages:	  a)	  It	  can	  detect	  subtle	  differences	  between	  

seemingly	  identical	  cells	  to	  extract	  biologically	  important	  information,	  b)	  Cell	  lineages	  can	  

be	  traced	  and	  heterogeneity	  within	  a	  cell	  population	  can	  be	  detected,	  c)	  Rare	  cells	  can	  be	  

now	  be	  identified	  and	  characterized	  from	  this	  approach.	  	  Although	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  has	  

many	  advantages,	  it	  should	  be	  noted	  that	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  has	  a	  higher	  technical	  noise	  

due	  to	  the	  fact	  the	  starting	  material	  is	  low	  for	  this	  type	  of	  sequencing	  (Brennecke	  et	  al.,	  

2013).	  

To	  determine	  if	  BMP	  components	  are	  expressed	  in	  preimplantation	  embryos,	  I	  

analyzed	  a	  published	  dataset	  from	  Tang	  et	  al.	  	  This	  paper	  published	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  

from	  early	  mouse	  embryos:	  2-‐cell,	  4-‐cell,	  8-‐cell,	  TE,	  ICM,	  ES	  cells	  (ESC),	  and	  epiblast	  (E4.5)	  

cells.	  	  I	  observed	  that	  BMP2	  is	  expressed	  at	  low	  levels	  (~1RPKM)	  throughout	  the	  different	  

developmental	  stages.	  	  BMP6	  and	  BMP7	  are	  expressed	  early	  on	  (2-‐cell	  stage)	  but	  their	  

expression	  declined	  as	  development	  progressed	  (4-‐cell	  stage	  to	  epiblast)	  (Figure	  4.2).	  	  

BMPRIA	  (ALK3)	  and	  BMPRIB	  (ALK6)	  are	  differentially	  expressed	  zygotically	  (2-‐cell	  to	  

epiblast).	  	  The	  Type	  II	  receptor,	  BMPRII,	  is	  expressed	  highly	  (~38	  RPKM)	  at	  the	  2-‐cell	  stage	  
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but	  gradually	  declines	  as	  it	  reaches	  E4.5.	  	  BMP4	  expression	  remains	  relatively	  low	  

(~1RPKM-‐11RPKM)	  during	  the	  earlier	  mouse	  stages	  (2-‐8cell	  stages).	  	  However,	  during	  the	  

first	  lineage	  segregation	  between	  the	  ICM	  and	  TE,	  BMP4	  is	  highly	  expressed	  (~284	  RPKM)	  

in	  the	  ICM	  but	  not	  in	  the	  TE	  (Figure	  4.2).	  	  This	  result	  is	  consistent	  with	  the	  observation	  of	  

Coucouvanis	  et	  al.	  where	  they	  showed	  the	  expression	  of	  BMP4	  in	  the	  ICM.	  	  While	  RNA-‐Seq	  

data	  reveals	  dynamic	  spatiotemporal	  expression	  patterns	  of	  BMP	  ligands	  and	  receptors,	  

they	  do	  not	  reveal	  if	  BMPs	  are	  functional.	  	  Research	  in	  the	  Cho	  lab	  has	  shown	  that	  BMP	  

signaling	  is	  active	  as	  early	  as	  the	  4-‐cell	  stage	  (Reyes	  de	  Mochel	  et	  al.,	  2014).	  

	   	  	   	  

Chapter	  4.2:	  BMP	  Targets	  in	  Early	  Mouse	  Embryos:	  Inhibitors	  of	  Differentiation	  

Genes	  

The	  inhibitors	  of	  differentiation	  (Id)	  proteins	  belong	  to	  the	  helix-‐loop-‐helix	  (HLH)	  

family	  of	  transcription	  factors.	  	  They	  are	  inhibitors	  of	  basic	  HLH	  (bHLH)	  transcription	  

factors.	  	  bHLH	  factors	  functions	  as	  active	  transcription	  factors	  to	  promote	  cell	  

differentiation	  by	  activating	  tissue-‐specific	  gene	  expression	  (Murre	  et	  al.,	  1989).	  	  bHLH	  

transcription	  factors	  contain	  a	  basic	  DNA-‐binding	  domain	  and	  a	  helix-‐loop-‐helix	  region	  that	  

mediate	  protein–protein	  interactions.	  	  Unlike	  bHLH	  transcription	  factors,	  the	  Id	  proteins	  

lack	  a	  basic	  DNA-‐binding	  domain.	  	  However,	  the	  Id	  proteins	  can	  still	  heterodimerize	  with	  

other	  bHLH	  transcription	  factors	  via	  its	  HLH	  (Benezra	  et	  al.,	  1990;	  Jen	  et	  al.,	  1992;	  Norton	  

et	  al.,	  1998),	  and	  function	  as	  a	  dominant-‐negative	  transcriptional	  regulator.	  	  	  

In	  mouse	  ES	  cells,	  all	  four	  Id	  genes	  are	  upregulated	  upon	  BMP	  stimulation	  (Figure	  

4.3).	  	  However,	  in	  the	  presence	  of	  a	  BMP	  inhibitor,	  LDN193189,	  the	  Id	  genes	  are	  

downregulated	  (Figure	  4.4).	  	  In	  mouse	  embryogenesis,	  both	  Id1	  and	  Id3	  are	  expressed	  in	  
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the	  tissues	  derived	  from	  the	  inner	  cell	  mass,	  whereas	  Id2	  is	  expressed	  in	  tissues	  derived	  

from	  trophectoderm	  (Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  Id4	  expression	  is	  absent	  during	  this	  period	  of	  

development	  (Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  This	  differential	  expression	  pattern	  within	  the	  Id	  genes	  

suggests	  a	  non-‐redundant	  role	  for	  these	  genes	  in	  antagonizing	  the	  activity	  of	  bHLH	  

transcription	  factors	  during	  early	  mouse	  development.	  	  

To	  obtain	  spatial-‐temporal	  expression	  patterns	  of	  the	  Id	  genes	  in	  preimplantation	  

early	  mouse	  embryonic	  development,	  we	  utilized	  the	  single-‐cell	  RNA	  Seq	  data	  (Tang	  et	  al.,	  

2011).	  	  Our	  analysis	  of	  the	  RNA-‐Seq	  data	  shows	  that	  Id2	  and	  Id3	  are	  differentially	  

expressed	  during	  the	  ICM	  and	  TE	  segregation	  (Figure	  4.5).	  	  Id2	  is	  expressed	  highly	  in	  the	  

trophectoderm	  whereas	  Id3	  is	  highly	  expressed	  in	  inner	  cell	  mass.	  	  Interestingly,	  in	  ES	  cells,	  

Id2	  and	  Id3	  expression	  are	  at	  similar	  levels,	  whereas	  in	  the	  ICM	  of	  the	  embryo,	  Id3	  (~424	  

RPKM)	  expression	  is	  much	  higher	  than	  Id2	  (~6RPKM).	  	  This	  difference	  may	  be	  attributed	  

to	  that	  fact	  that	  ES	  cells	  are	  cultured	  in	  vitro,	  which	  sometimes	  may	  not	  always	  precisely	  

reflect	  in	  vivo	  conditions.	  	  Additionally,	  Id2	  immunostaining	  of	  E3.5	  mouse	  embryos	  shows	  

Id2	  expression	  primarily	  in	  the	  trophectoderm	  but	  not	  the	  ICM	  (Figure	  4.6).	  	  A	  possible	  

explanation	  for	  this	  differential	  expression	  of	  the	  Id	  genes	  is	  microRNAs.	  	  MicroRNAs	  bind	  

to	  complementary	  sites	  within	  the	  3′UTRs	  (3’Untranslated	  regions)	  of	  cognate	  mRNAs,	  

leading	  to	  translational	  repression	  or	  cleavage	  (Lim	  et	  al.,	  2005)	  of	  the	  targeted	  messages.	  	  

It	  is	  known	  that	  different	  clusters	  of	  microRNAs	  are	  present	  within	  the	  trophectoderm	  and	  

ICM	  (Viswanathan	  et	  al.,	  2009;	  Tang	  et	  al.,	  2010)	  to	  potentially	  downregulate	  specific	  genes	  

in	  the	  ICM	  or	  TE.	  	  Additionally,	  studies	  have	  shown	  that	  Id	  proteins	  (Id1-‐3)	  are	  subject	  to	  

K48-‐linked	  polyubiquitination	  and	  subsequent	  degradation	  by	  the	  26S	  proteasome	  

(Bounpheng	  et	  al.,	  1999).	  	  Conversely,	  the	  deubiquitinating	  enzyme	  USP1	  promotes	  Id	  
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protein	  stability.	  	  The	  polyubiquitination	  and	  deubiquitination	  of	  Id	  proteins	  can	  also	  

explain	  the	  differential	  expression	  of	  the	  Id2	  protein	  in	  the	  ICM	  and	  TE.	  

It	  should	  be	  noted	  in	  our	  immunostaining	  that	  Id2	  expression	  is	  mostly	  localized	  in	  

the	  cytoplasm.	  	  The	  small	  size	  the	  of	  the	  Id	  proteins	  (13-‐18	  kDa)	  suggests	  that	  Id	  proteins	  

enter	  and	  exit	  the	  nucleus	  by	  passive	  diffusion	  but	  several	  studies	  have	  indicated	  that	  other	  

pathways	  may	  regulate	  their	  subcellular	  localization	  (Deed	  et	  al.,	  1996;	  Wang	  et	  al.,	  2001;	  

Tux	  et	  al.,	  2003;	  Samanta	  et	  al.,	  2004).	  	  Research	  has	  shown	  Id2	  and	  Id4	  can	  sequester	  

nuclear	  bHLH	  proteins	  in	  the	  cytoplasm	  to	  promote	  differentiation	  of	  cultured	  neural	  

progenitors	  (Samanta	  et	  al.,	  2004).	  	  Furthermore,	  Kurooka	  et	  al.	  suggested	  that	  Id2	  is	  

exported	  from	  the	  nucleus	  and	  has	  an	  inhibitory	  effect	  on	  repression	  of	  E-‐box-‐mediated	  

transcription.	  Additionally,	  Kurooka	  et	  al.	  also	  identified	  a	  nuclear	  export	  signal	  (NES)	  in	  

mouse	  Id2	  responsible	  for	  exporting	  Id2	  from	  the	  nucleus	  via	  the	  nuclear	  receptor,	  

chromosome	  region	  maintenance	  1	  (CRM1).	  	  Currently,	  it	  is	  unclear	  which	  mechanism	  

(passive	  diffusion	  or	  Id2	  nuclear	  export	  via	  CRM1)	  is	  utilized	  for	  Id2	  cytoplasmic	  

localization	  in	  the	  TE.	  

	  Although	  we	  have	  not	  performed	  Id3	  immunostaining	  in	  E3.5	  embryos,	  we	  predict	  

Id3	  expression	  to	  be	  strongly	  expressed	  in	  the	  ICM.	  	  These	  findings	  show	  that	  this	  

restricted	  expression	  of	  specific	  Id	  proteins	  occur	  earlier	  than	  previously	  reported	  (Jen	  et	  

al.,	  1996;	  Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  	  

The	  striking	  difference	  in	  Id	  gene	  expression	  during	  mouse	  blastocyst	  development	  

suggests	  possible	  roles	  for	  Id	  genes	  during	  the	  first	  lineage	  segregation	  between	  the	  ICM	  

and	  TE.	  	  The	  role	  of	  Id	  genes	  in	  lineage	  commitment	  is	  not	  novel	  and	  can	  be	  seen	  in	  the	  

establishment	  of	  the	  spinal	  cord	  during	  embryogenesis	  (Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  Although,	  Id	  
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genes	  have	  been	  implicated	  in	  stem	  cell	  maintenance	  (Ying	  et	  al.,	  2003),	  Id	  genes	  also	  play	  a	  

role	  during	  neural	  crest	  formation	  (Kee	  et	  al.,	  2005;	  Nichane	  et	  al.,	  2008).	  	  During	  

neurogenesis,	  all	  members	  of	  the	  Id	  genes	  are	  expressed	  along	  the	  dorsal	  ventral	  axis	  of	  the	  

neural	  tube	  (Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  In	  the	  early	  stages	  of	  spinal	  cord	  development,	  Id1	  and	  Id3	  

expression	  are	  found	  in	  mitotically	  active	  and	  less-‐differentiated	  neuroblasts	  located	  in	  the	  

ventricular	  zone	  (Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  On	  the	  other	  hand,	  Id2	  and	  Id4	  are	  expressed	  in	  the	  

presumptive	  postmitotic	  neurons	  (Jen	  et	  al.,	  1997).	  	  Previously	  reported	  findings	  (Jen	  et	  al.,	  

1997)	  along	  with	  our	  observation	  of	  differential	  Id	  gene	  expression	  in	  the	  mouse	  blastocyst	  

support	  the	  possibility	  that	  the	  Id	  genes	  are	  just	  not	  simply	  inhibitors	  of	  transcription	  

factors	  but	  may	  play	  a	  broader	  role	  in	  cell	  fate	  determination	  as	  well.	  	  The	  shared	  function	  

among	  all	  the	  Id	  genes	  is	  to	  sequester	  other	  bHLH	  transcription	  factors	  and	  prevent	  them	  

from	  binding	  to	  DNA.	  	  It	  is	  well	  known	  that	  Id1	  and	  Id3	  share	  overlapping	  expression	  in	  

almost	  all	  tissues	  at	  the	  same	  developmental	  stages	  (Ellmeier	  et	  al.,	  1995),	  thus	  suggesting	  

a	  functional	  redundancy	  between	  these	  two	  Id	  genes.	  	  Id2	  and	  Id4	  do	  not	  share	  such	  

overlapping	  expression.	  	  The	  differences	  in	  dimerization	  partners	  of	  the	  Id	  genes	  and	  the	  

cellular	  context	  may	  contribute	  to	  the	  varying	  activities/expression	  of	  each	  Id	  gene.	  	  

Therefore,	  it	  is	  likely	  that	  the	  Id1	  and	  Id3	  genes	  are	  important	  for	  ICM	  identity	  and	  Id2	  for	  

TE	  identity.	  

	  

Conclusions:	  

At	  present,	  data	  indicating	  BMP	  activity	  in	  pre-‐implantation	  embryos	  has	  been	  

scarce.	  	  Utilizing	  published	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  dataset,	  we	  were	  able	  to	  visualize	  the	  

spatial	  distribution	  of	  BMP	  ligands	  and	  its	  targets	  at	  a	  specific	  developmental	  window.	  	  
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Here	  we	  present	  data	  showing	  that	  BMP	  activity	  is	  localized	  in	  the	  ICM	  via	  RNA-‐Seq.	  	  This	  

data	  is	  also	  supported	  by	  work	  done	  by	  Soledad	  Mochel	  showing	  strong	  BMP	  expression	  in	  

the	  ICM	  and	  weak	  BMP	  expression	  in	  the	  TE	  of	  BRE-‐gal	  blastocysts	  (Reyes	  de	  Mochel	  et	  al.,	  

2014).	  	  It	  is	  possible	  that	  BMP	  signaling	  regulating	  ICM	  and	  TE	  identity	  may	  be	  mediated	  

via	  utilization	  of	  different	  BMP	  ligands	  and	  receptors,	  and	  thus	  different	  transcriptional	  

machineries.	  

We	  also	  provided	  preliminary	  evidence	  that	  the	  Id	  genes	  are	  differentially	  expressed	  

in	  the	  mouse	  blastocyst.	  	  However,	  more	  experiments	  need	  to	  be	  done	  to	  determine	  how	  Id	  

genes	  and	  their	  binding	  partners	  regulate	  ICM	  and	  trophectoderm	  identity.	  	  Moreover,	  it	  is	  

equally	  important	  to	  better	  define	  the	  spatiotemporal	  expression	  patterns	  of	  BMP	  signaling	  

components	  within	  the	  embryo	  since	  different	  BMP	  ligands	  and	  receptors	  can	  activate	  

different	  transcriptional	  machineries	  by	  selecting	  various	  transcription	  factor	  partners.	  	  	  In	  

conclusion,	  identifying	  the	  role	  of	  BMP	  signaling	  in	  controlling	  cell	  fate	  decisions	  and	  

cellular	  behaviors	  in	  early	  mouse	  embryogenesis	  offers	  many	  intriguing	  insights	  in	  this	  

critical	  developmental	  window.	  
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Figure	  4.1	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Figure	  4.1:	  	  Early	  Mouse	  Embryonic	  Development.	  	  Stages	  of	  mouse	  preimplantation	  stages.	  	  
Fertilization	  of	  sperm	  with	  oocyte	  forms	  a	  zygote.	  	  The	  zygote	  undergo	  successive	  cell	  
divisions	  to	  form	  a	  blastocyst	  at	  day	  3.5	  (E3.5).	  	  The	  early	  blastocyst	  contains	  the	  inner	  cell	  
mass	  (ICM)	  and	  trophectoderm	  (TE).	  	  The	  ICM	  will	  give	  rise	  to	  the	  epiblast	  (EPI)	  and	  the	  
primitive	  endoderm	  (PE).	  	  The	  epiblast	  will	  give	  rise	  to	  the	  3	  primary	  germ	  layers	  of	  the	  
embryo	  proper:	  endoderm,	  mesoderm,	  ectoderm.	  	  The	  primitive	  endoderm	  give	  rise	  to	  the	  
parietal	  and	  visceral	  endoderm	  (Modified	  from	  Niakan	  et	  al.,	  2013).	  
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Figure	  4.2	  
	  

	  
	  
Figure	  4.2:	  Expression	  profiles	  of	  TGF−β-‐related	  ligands	  and	  receptors	  from	  single-‐cell	  
RNA-‐Seq.	  	  RPKM	  levels	  were	  obtained	  for	  BMP	  and	  Activin/TGF−β ligands	  and	  receptors	  at	  
different	  developmental	  stages.	  Inner	  Cell	  Mass	  (ICM),	  Trophectoderm	  (TE),	  and	  Epiblast.	  	  
BMP4	  is	  enriched	  in	  the	  ICM	  stage.	  	  Published	  data	  was	  obtained	  from	  Tang	  et	  al.,	  2011.	  
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Figure	  4.3:	  
	  

	   	  
	  
	  
Figure	  4.3:	  Induction	  of	  Id	  genes	  by	  BMP4	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  Mouse	  ES	  cells	  were	  cultured	  
in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  BMP4.	  	  RNA	  was	  isolated	  and	  quantitative	  real-‐time	  PCR	  
was	  performed	  for	  Id1-4	  genes.	  	  BMP4	  induced	  expression	  of	  all	  Id	  genes.	  	  In	  ES	  cells,	  Id2	  
and	  Id3	  expression	  are	  at	  similar	  levels,	  whereas	  in	  the	  ICM	  of	  the	  embryo,	  Id3	  (~424	  
RPKM)	  expression	  is	  much	  higher	  than	  Id2	  (~6RPKM).	  
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Figure	  4.4:	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  4.4:	  LDN193189	  specifically	  inhibit	  BMP	  signaling	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  Mouse	  ES	  cells	  
were	  treated	  in	  the	  presence	  of	  BMP4	  (20ng/ml)	  alone,	  LDN193189	  (80nM)	  alone,	  or	  both.	  	  
qPCR	  analyses	  of	  Id	  genes	  were	  performed.	  	  For	  all	  Id	  genes,	  their	  transcript	  levels	  
decreased	  after	  LDN193189	  treatment.	  
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Figure	  4.5	  
	  
	  
	  

	  
	  
	  
Figure	  4.5:	  Expression	  of	  Id	  genes	  during	  early	  mouse	  development	  from	  single-‐cell	  RNA-‐
Seq.	  RPKM	  levels	  were	  obtained	  for	  BMP	  ligands/receptors	  and	  Activin	  receptors	  at	  
different	  developmental	  stages:	  2-‐cell	  stage,	  4-‐cell	  stage,	  8-‐cell	  stage,	  Inner	  Cell	  Mass	  (ICM),	  
Trophectoderm,	  and	  Epiblast.	  	  Id2	  is	  enriched	  in	  trophectoderm	  whereas	  Id3	  is	  enriched	  in	  
ICM.	  Published	  data	  was	  obtained	  from	  Tang	  et	  al.,	  2011.	  
	  

0	  

50	  

100	  

150	  

200	  

250	  

300	  

350	  

400	  

450	  

R
P
K
M
	  

Id1	  

Id2	  

Id3	  

Id4	  



	   116	  

Figure	  4.6	  
	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
Figure	  4.6:	  	  Id2	  immunostaining	  expression	  in	  trophectoderm	  of	  E3.5	  mouse	  blastocyst.	  	  
Anti-‐Id2	  immunostaining	  shows	  Id2	  expression	  primarily	  in	  the	  trophectoderm	  and	  not	  the	  
ICM.	  	  Id2	  is	  localized	  strongly	  in	  the	  cytoplasm.	  
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Chapter	  5	  
	  

The	  Role	  of	  BMP	  Signaling	  in	  Oct4	  Depleted	  Mouse	  ES	  cells.	  
	  

	   The	  first	  cell	  differentiation	  event	  in	  mouse	  development	  is	  the	  establishment	  of	  two	  

distinct	  cell	  lineages:	  the	  trophectoderm	  (TE)	  and	  the	  inner	  cell	  mass	  (ICM).	  	  Transcription	  

factors	  are	  critical	  regulators	  of	  cell	  fate	  determination.	  	  Oct4	  (Pou5f1),	  a	  key	  transcription	  

factor,	  in	  early	  mouse	  development	  was	  first	  identified	  nuclear	  extracts	  from	  different	  

embryonic	  stages	  (Lenardo	  et	  al.,	  1989;	  Scholer	  et	  al.,	  1989;	  Okamoto	  et	  al.,	  1990).	  	  

Maternal	  Oct4	  mRNA	  can	  be	  found	  in	  unfertilized	  oocyte.	  	  After	  fertilization,	  a	  decrease	  in	  

maternal	  Oct4	  occurs	  between	  the	  2-‐	  and	  4-‐cell	  stages	  of	  development.	  	  Following	  zygotic	  

genome	  activation,	  upregulation	  of	  Oct4	  expression	  is	  observed	  at	  the	  2.5-‐dpc	  (days	  post	  

coitum)	  morula	  stage	  and	  3.5-‐dpc	  blastocyst.	  	  Rapid	  downregulation	  of	  Oct4	  protein	  levels	  

begins	  in	  cells	  differentiating	  into	  the	  trophectoderm	  lineage,	  while	  Oct4	  remains	  strongly	  

expressed	  in	  the	  ICM	  (Okamoto	  et	  al.,	  1990;	  Rosner	  et	  al.,	  1990;	  Scholer	  et	  al.,	  1990).	  	  Oct4	  

null	  mutant	  embryos	  fail	  to	  properly	  segregate	  into	  the	  ICM	  and	  TE	  and	  readily	  

differentiate	  into	  trophoblast	  giant	  cells	  (derived	  from	  TE).	  	  Downregulation	  of	  Oct4	  in	  

mouse	  ES	  cells	  induces	  trophectoderm	  formation	  (Niwa	  et	  al.,	  2000).	  	  Maintenance	  of	  Oct4	  

expression	  is	  critical	  for	  sustaining	  ES	  self-‐renewal	  and	  pluripotency.	  	  	  	  

Another	  well-‐studied	  transcription	  factor	  important	  in	  early	  mouse	  development	  is	  

Sox2.	  	  Sox2	  belongs	  to	  the	  Sry	  gene	  family	  and	  contains	  a	  DNA-‐binding	  domain	  referred	  to	  

as	  a	  high-‐mobility	  group	  (HMG)	  domain.	  	  Like	  Oct4,	  Sox2	  is	  a	  maternal	  factor	  that	  is	  

specifically	  expressed	  in	  the	  ICM	  and	  primitive	  ectoderm	  (Keramari	  et	  al.,	  2010).	  	  Sox2	  

expression	  is	  detected	  in	  both	  the	  ICM	  and	  TE,	  but	  its	  expression	  eventually	  becomes	  

restricted	  to	  the	  ICM	  (Avilion	  et	  al.,	  2003,	  Sarkar	  et	  al.,	  2013).	  	  Maternal	  and	  zygotic	  
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knockdown	  of	  Sox2	  results	  in	  an	  incomplete	  trophectoderm	  in	  fertilized	  embryos,	  which	  

failed	  to	  progress	  beyond	  the	  morula	  stage	  (Keramari	  et	  al.,	  2010).	  	  This	  suggests	  that	  Sox2	  

is	  involved	  in	  the	  segregation	  of	  ICM	  and	  TE	  in	  preimplantation	  embryos.	  	  Furthermore,	  

Oct4	  and	  Sox2	  work	  cooperatively	  to	  regulate	  self-‐renewal	  in	  ESC	  (Yuan	  et	  al.,	  1995;	  Boyer	  

et	  al.,	  2005).	  

Similar	  to	  Oct4	  and	  Sox2,	  the	  Nanog	  transcription	  factor	  is	  also	  a	  master	  regulator	  of	  

ES	  cell	  pluriotentcy	  and	  self-‐renewal.	  	  Nanog,	  Oct4,	  and	  Sox2	  transcription	  factors	  have	  

been	  shown	  to	  repress	  the	  expression	  of	  developmental	  genes	  while	  modulating	  their	  own	  

expression	  levels	  by	  binding	  to	  each	  other’s	  promoter	  regions	  (Mitsui	  et	  al.,	  2003;	  Boyer	  et	  

al.,	  2005).	  	  Mouse	  embryos	  lacking	  Nanog	  fail	  to	  develop	  beyond	  the	  blastocyst	  stage	  due	  to	  

the	  absence	  of	  epiblasts.	  	  Nanog-‐/-‐	  ES	  cells	  can	  be	  derived	  from	  the	  Nanog-‐/-‐	  blastocyst,	  

but	  display	  slow	  differentiation	  to	  extra	  embryonic	  endoderm	  in	  vitro	  (Mitsui	  et	  al.,	  2003).	  	  

When	  Nanog	  is	  overexpressed,	  mouse	  ES	  cells	  also	  do	  not	  need	  LIF	  to	  maintain	  its	  

pluripotency.	  	  Overall,	  these	  finding	  suggests	  Nanog	  as	  a	  critical	  player	  in	  sustaining	  ES	  

stem	  cell	  properties	  by	  preventing	  it	  from	  giving	  rise	  to	  the	  primitive	  endoderm	  lineage	  

(Chambers	  et	  al.,	  2003;	  Mitsui	  et	  al.,	  2003;	  Kuroda	  et	  al.,	  2005;	  Rodda	  et	  al	  2005).	  

During	  trophectoderm	  specification,	  the	  caudal-‐like	  homeodomain	  transcription	  

factor,	  Cdx2,	  is	  a	  critical	  player.	  	  Cdx2	  expression	  can	  be	  observed	  at	  the	  8-‐cell	  compact	  

stage	  in	  a	  stochastic	  manner	  and	  later	  restricted	  to	  the	  TE	  (Dietrich	  et	  al.,	  2007;	  Ralston	  et	  

al.,	  2008).	  	  Cdx2-‐null	  embryos	  show	  a	  collapsed	  blastocoel,	  retain	  positive	  Oct4	  and	  Nanog	  

expression,	  and	  fail	  to	  out	  grow	  into	  trophoblast	  cells	  (Strumpf	  et	  al.,	  2005).	  	  Oct4	  and	  Cdx2	  

mutually	  suppress	  the	  expression	  of	  one	  another	  in	  the	  ICM	  and	  TE	  (Niwa	  et	  al.,	  2005).	  	  

Similar	  mutual	  suppression	  is	  also	  observed	  between	  Cdx2	  and	  Nanog	  (Chen	  et	  al.,	  2009).	  	  
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	  	   Mouse	  preimplantation	  embryo	  is	  a	  very	  attractive	  model	  to	  study	  regulatory	  

networks	  that	  are	  involved	  in	  controlling	  cell	  fate	  decisions,	  in	  particular,	  the	  ICM	  and	  

trophectoderm	  lineage	  segregation.	  	  The	  molecular	  crosstalks	  of	  pluripotent	  transcription	  

factors	  such	  as	  Oct4,	  Nanog,	  Sox2	  within	  the	  ICM	  and	  Cdx2	  in	  the	  trophectoderm,	  have	  been	  

studied	  extensively	  in	  reference	  to	  early	  mouse	  development.	  Oct4,	  Sox2,	  and	  Nanog	  are	  

important	  in	  the	  formation	  and	  maintenance	  of	  the	  ICM	  and	  Cdx2	  in	  the	  TE.	  	  Null	  embryos	  

for	  these	  transcription	  factors	  are	  incapable	  of	  deriving	  ES	  cells	  from	  the	  ICM.	  	  	  In	  Oct4	  and	  

Nanog-‐null	  blastocysts,	  they	  lack	  epiblast	  and	  primitive	  endoderm	  characteristics	  and	  can	  

only	  give	  rise	  to	  trophoblast	  derivatives.	  	  Similarly,	  Sox2	  null	  embryos	  lack	  the	  ability	  to	  

sustain	  ICM	  identity	  (Guo	  et	  al.,	  2010).	  	  To	  fully	  understand	  the	  molecular	  mechanisms	  and	  

key	  players	  during	  the	  formation	  of	  these	  two	  distinct	  lineages,	  an	  investigation	  into	  how	  

intrinsic	  and	  extrinsic	  factors	  may	  influence	  ICM	  and	  TE	  formation	  is	  needed.	  	  It	  has	  been	  

suggested	  that	  BMP,	  an	  extrinsic	  factor,	  may	  be	  a	  player	  in	  cross	  talks	  between	  these	  

pluripotent	  transcription	  factors	  (Chen	  et	  al.,	  2008;	  Sridharan	  et	  al.,	  2009).	  	  Evidence	  

suggest	  that	  Bmp4	  may	  also	  be	  a	  bona	  fide	  target	  of	  Oct4,	  Sox2,	  and	  Klf4	  grouped	  

transcription	  factors	  in	  induced	  pluripotent	  cells	  (iPS)	  and	  that	  Oct4	  may	  contain	  a	  Smad1	  

binding	  site	  (Sridharan	  et	  al.,	  2009)	  in	  its	  promoter	  region.	  	  	  Additionally,	  there	  is	  also	  proof	  

suggesting	  that	  Nanog	  and	  Smad1	  can	  physically	  interact	  through	  the	  conserved	  C-‐terminal	  

MH2	  domain	  of	  Smad1	  (Suzuki	  et	  al.,	  2006).	  	  We	  hypothesize	  that	  BMPs	  are	  possible	  key	  

players	  in	  early	  mouse	  development	  and	  can	  integrate	  into	  the	  Oct4/Sox2/Nanog	  

regulatory	  network	  to	  sustain	  ES	  properties.	  
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Material	  and	  Methods:	  
	  
Mouse	  ES	  Cell	  Culture	  Conditions:	  

Zhbtc4	  mouse	  ES	  cells	  were	  cultured	  on	  0.1%	  gelatin-‐coated	  plates	  containing	  

GMEM	  medium	  (Sigma	  Aldrich,	  #G5153)	  with	  10%	  FBS	  (Hyclone,	  catalog	  #SH30071.03),	  

0.1mM	  NEAA,	  1mM	  Sodium	  Pyruvate,	  1000U/ml	  LIF	  (Millipore,	  catalog	  #ESG1107),	  and	  

0.1mM	  2-‐Mercaptoethanol.	  Cells	  were	  maintained	  at	  37°C,	  5%	  CO2,	  and	  split	  using	  0.25%	  

trypsin	  (Life	  Technologies,	  catalog	  #15400-‐054).	  	  Tetracycline	  (MP	  Biomedical)	  was	  added	  

to	  the	  media	  to	  differentiate	  the	  cells	  as	  needed.	  

Western	  Immunoblotting:	  

Zhbtc4	  mouse	  ES	  cells	  were	  collected	  in	  RIPA	  buffer	  (150mM	  NaCl,	  50mM	  Tris-‐HCl	  

pH8.0,	  1%	  NP40,	  0.5%	  sodium	  deoxycholate,	  0.1%	  SDS,	  25mM	  β-‐glycerophosphate,	  100nM	  

NaF,	  and	  1mM	  Na3VO4)	  and	  20μg	  of	  protein	  lysates	  were	  electrophoresed	  through	  a	  10%	  

PAGE-‐SDS	  gel.	  	  Following	  transfer	  of	  gel	  to	  PVDF	  membrane,	  it	  was	  probed	  with	  the	  

following	  antibodies:	  anti-‐Oct4	  (1:200;	  SC-‐5279,	  Santa	  Cruz	  Biotechnology)	  and	  anti-‐β-‐

tubulin	  (1:10,000;	  T5168,	  Sigma).	  	  ECL	  kit	  (GE	  Healthcare,	  catalog	  #RPN2232)	  was	  used	  for	  

visualization.	  

Quantitative	  Real-time	  PCR:	  

RNA	  was	  isolated	  after	  treatment	  of	  Zhbtc4	  cells	  with	  tetracycline	  using	  Trizol	  (Life	  

Technologies,	  catalog	  #15596-‐026).	  	  Reverse	  transcription	  was	  performed	  using	  MMLV	  

Reverse	  Transcriptase	  (Invitrogen,	  catalog	  #28025-‐013).	  	  Quantitative	  PCR	  was	  performed	  

using	  SYBR	  Green	  (Roche,	  catalog	  #04-‐707-‐516-‐001).	  	  	  
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Table	  5.1:	  Primers	  for	  qPCR	  in	  Zhbtc4	  ES	  cells	  

Gene	   Forward	   Reverse	  

mPouf1	   AGAGGATCACCTTGGGGTACA	   CGAAGCGACAGATGGTGGTC	  

mCdx2	   GCAGTCCCTAGGAAGCCAAGTGA	   CTCTCGGAGAGCCCGAGTGTG	  

mBMP2	   CACCAGGTTAGTGAATCAGAACAC	   AGACACCTGGGTTCTCCTCTAAAT	  

mBMP4	   GTGCAGACCCTAGTCAACTCTGTTA	   CCTCTACCACCATCTCCTGATAAT	  

mBMP7	   ACCTCCAGGGAAAGCATAATTC	   GGTACTGAAGACGGCCTTGTAG	  

mId1	   GACATGAACGGCTGCTACTCAC	   GACTTCAGACTCCGAGTTCAGC	  

mId2	   GTGAGGTCCGTTAGGAAAAACAG	   GTCGTTCATGTTGTAGAGCAGACT	  

mId3	   CTGTCGGAACGTAGCCTGG	   GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG	  

	  

Zhbtc4	  RNA-Seq	  Library	  Generation:	  

	   RNA	  was	  extracted	  from	  Zhbtc4	  ES	  cells	  post	  tetracycline	  treatment:	  0hrs,	  24hrs,	  

48hrs,	  72hrs	  using	  Trizol	  (Life	  Technologies,	  catalog	  #15596-‐026).	  	  Total	  RNA	  profiles	  

were	  recorded	  using	  a	  Bioanalyzer	  2100	  (Agilent).	  	  RNA	  quality	  was	  determined	  by	  the	  

RNA	  Integrity	  Number	  (RIN)	  value.	  	  RIN	  values	  >9.0	  were	  used	  for	  library	  generation.	  	  

Following	  RNA	  quality	  check,	  RNA	  sequencing	  libraries	  were	  prepared	  using	  the	  Bioo	  

Scientific	  Kit	  (Cat#	  5143-‐01).	  	  1ug	  of	  total	  RNA	  was	  used	  to	  generate	  the	  sequencing	  

libraries.	  	  RNA-‐Seq	  transcriptome	  sequencing	  was	  performed	  by	  UCI	  Genomics	  High-‐

Throughput	  Facility	  using	  the	  Illumina	  Hi-‐Seq	  2000	  platform.	  	  	  

RNA-Seq	  Computational	  Pipeline:	  
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	   RNA-‐Seq	  data	  analysis	  was	  accomplished	  in	  two	  sequential	  steps:	  (1)	  map	  all	  raw	  

reads	  to	  the	  mouse	  reference	  transcriptome	  (mm9/RefGene)	  as	  the	  gene	  model,	  and	  (2)	  

count	  the	  read	  fragments	  mapped	  to	  each	  individual	  gene	  and	  quantify	  expression	  in	  terms	  

of	  RPKM	  (Reads	  Per	  Kilobase	  per	  Million	  mapped	  reads).	  	  Raw	  RNA-‐seq	  reads	  were	  

mapped	  using	  the	  Bowtie	  0.12.8	  software	  allowing	  a	  two-‐read	  mismatch	  in	  the	  alignment	  (-‐

m	  1)	  parameters	  to	  the	  reference	  transcriptome.	  	  Output	  of	  mappings	  were	  then	  used	  in	  

Express	  (http://bio.math.berkeley.edu/eXpress/overview.html)	  for	  read	  quantiation	  and	  

Edge	  R	  for	  differential	  analysis	  

(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html).	  	  Data	  were	  then	  

clustered	  using	  Cluster3.0	  

(http://bonsai.hgc.jp/~mdehoon/software/cluster/software.html)	  to	  generate	  a	  map	  of	  

genes	  that	  were	  constant	  (no	  change)	  or	  changing	  (upregulated	  or	  downregulated).	  	  

Cluster3.0	  parameter:	  Cluster	  “Genes”,	  centered	  median,	  and	  centroid	  linkage.	  	  Cluster	  

output	  (e.g.	  javatree.cdt)	  was	  input	  into	  Java	  Treeview.	  	  	  Treeview	  allows	  visualization	  of	  

the	  hierarchical	  clustering	  in	  a	  form	  of	  a	  heatmap	  diagram.	  	  	  

Nuclei	  Isolation	  and	  DNase	  I	  Isolation:	  	  

	   Zhbtc4	  ES	  cells	  (~30	  million)	  were	  collected	  and	  resuspended	  in	  1xPBS	  media.	  Cells	  

were	  then	  spun	  at	  500xg	  at	  4oC	  for	  5mins	  to	  pellet	  cells.	  	  The	  supernatant	  was	  then	  

removed	  and	  the	  cells	  were	  washed	  with	  1xPBS.	  	  The	  cells	  were	  pelleted	  again.	  	  The	  cells	  

nuclei	  were	  later	  resusupended	  in	  6ml	  of	  ice	  cold	  Buffer	  A	  (15mM	  Tris-‐HCl,	  pH	  8.0;	  15mM	  

NaCl,	  60mM	  KCl,	  1mM	  EDTA,	  pH	  8.0,	  0.5mM	  EGTA,	  pH	  8.0,	  0.5mM	  Spermidine).	  Next,	  equal	  

volume	  of	  2x	  IGEPAL	  (Buffer	  A	  with	  IGEPAL	  CA-‐630	  at	  a	  final	  concentration	  of	  0.06%)	  was	  

added	  to	  the	  resupended	  cell	  mixture	  and	  placed	  on	  ice	  for	  5-‐6mins.	  	  We	  then	  pelleted	  the	  
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nuclei	  for	  5	  minutes	  at	  500xg	  at	  4oC	  and	  then	  washed	  nuclei	  with	  cold	  Buffer	  A.	  	  After	  

washing,	  the	  nuclei	  were	  pelleted	  for	  5	  minutes	  at	  500xg	  at	  4oC.	  	  The	  supernatant	  was	  

removed	  and	  the	  nuclei	  was	  resuspended	  with	  1X	  DNASE	  I	  Digestion	  Buffer	  (6mM	  CaCl2,	  

75mM	  NaCl)	  containing	  DNASE	  I	  enzyme	  in	  15mL	  tube.	  	  The	  reaction	  mixture	  was	  

incubated	  for	  3minutes	  at	  37oC	  in	  a	  water	  bath.	  	  Immediately	  after	  the	  incubation,	  STOP	  

Buffer	  (50mM	  Tris-‐HCl,	  pH	  8.0,	  100mM	  NaCl,	  0.10%	  SDS,	  100mM	  EDTA,	  pH	  8.0,	  50µg/ml	  

Proteinase	  K)	  was	  added	  to	  the	  mixture.	  	  The	  mixture	  was	  then	  transferred	  to	  a	  55oC	  water	  

bath	  and	  incubated	  overnight.	  	  The	  next	  day,	  RNase	  A	  was	  added	  to	  the	  mixture	  and	  

incubated	  for	  1	  hr.	  	  	  Phenol-‐chloroform	  extraction	  was	  performed	  twice.	  	  DNase	  I-‐digested	  

DNA	  fragments	  were	  precipitated	  using	  1/10	  volume	  of	  3M	  sodium	  acetate	  and	  1	  volume	  

of	  isopropanol	  and	  icubated	  overnight	  at	  -‐20oC.	  	  The	  precipiation	  mixture	  was	  spun	  at	  

3,000xg	  for	  20minutes	  to	  pellet	  the	  DNA	  fragments.	  	  The	  DNA	  fragments	  were	  finally	  

resupsended	  in	  600µl	  of	  TE.	  	  	  

Gel	  Extraction	  for	  Size	  Selection:	  

	   The	  DNase	  I-‐digested	  DNA	  fragments	  were	  ran	  on	  a	  1.5%	  low-‐melt	  agarose	  gel	  for	  

size	  selection.	  	  We	  gel	  extracted	  DNA	  fragments	  between	  100bp	  to	  500bp.	  	  	  A	  Qiagen	  gel	  

extraction	  kit	  was	  used	  to	  retrieve	  the	  DNA	  fragments.	  	  DNA	  concentrations	  were	  obtained	  

using	  the	  Invitrogen	  Qubit	  machine.	  

Quantitative	  PCR	  Validation	  of	  DNase	  I-Treated	  Samples:	  

	   Quantitative	  PCR	  was	  used	  to	  verify	  the	  efficiency	  of	  the	  DNase	  I	  digestion	  by	  

identification	  of	  known	  DNase	  hypersensitive	  sites	  (DHSs).	  	  We	  selected	  six	  known	  

promoter	  regions	  that	  would	  capture	  DHSs	  and	  designed	  PCR	  primers	  to	  those	  regions.	  	  

Each	  primer	  pair	  was	  designed	  to	  generate	  a	  70-‐100bp	  product	  using	  Primer3.	  	  
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Quantitative	  PCR	  was	  performed	  using	  SYBR	  Green.	  

Table	  5.2:	  	  Primers	  for	  DNase-‐Seq	  Analysis	   	  

Promoter	   Forward	   Reverse	  

mRpl41	   CTGCCTTACTAGAGTGCGTGTTATC	   AGTCCCATACTGGAAACAGGTG	  

mOct4	   AGCAACTGGTTTGTGAGGTGTC	   GAGGCCTTCATTTTCAACCTTC	  

mSox2	   GAGTTGTCAAGGCAGAGAAGAGAGT	   CCTAGTCTTAAAGAGGCAGCAAAG	  

mNanog	   GGGATGTCTTTAGATCAGAGGATG	   AGAAGCTGTAAGGTGACCCAGACT	  

mCdx2	   GTACTGCGGAGGACTGACAAAGT ACAAGGACGTGAGCATGTATCCTA 

mFGFR1	   CAAGTTAGACCAGACTGTAGAGCAG GGGCCTTGTAGTTCTCAAGCTG 

mEomes	   CTAAAGCATGCAGTTGGGAGAG AGCACTCTCCAGCGAGTAGAAGT  

mIvl	   CAACCCCTCCTAACTGAGATCAT	   GTAGGATACCTTTCTCACTCCCTTC	  

mTtn	   GGTGTAAGATTAGTACAGGGTGTGC	   CCCTAAACACTTCCCATTAGTGAC	  

mKrt86	   ATGGAGGAGGTAGAAGGTGACTAAC	   ATAGTTCTTCTCCGTGCCCCTTA	  

	  

DNase	  I	  Library	  Preparation:	  

	   DNase	  sequencing	  libraries	  were	  prepared	  using	  the	  Bioo	  Scientific	  Kit	  (Cat#5143-‐

01)	  according	  to	  manufacture’s	  direction.	  	  50ng	  of	  DNA	  was	  used	  to	  generate	  the	  

sequencing	  libraries.	  	  DNase	  sequencing	  was	  performed	  by	  UCI	  Genomics	  High-‐Throughput	  

Facility	  using	  the	  Illumina	  Hi-‐Seq	  2000	  platform.	  

DNase-Seq	  Analysis:	  

	   DNase	  sequencing	  reads	  were	  mapped	  to	  Bowtie	  0.12.8	  software	  allowing	  a	  two-‐

read	  mismatch	  in	  the	  alignment	  (-‐m	  1)	  parameters	  to	  the	  reference	  genome	  (mm9).	  	  Prior	  
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to	  read	  mapping,	  reads	  were	  trimmed	  at	  the	  3’	  end	  by	  14bp	  to	  ensure	  better	  alignment.	  	  

Most	  likely,	  DNase	  I	  digestion	  will	  occur	  at	  the	  5’	  end	  of	  the	  reads	  so	  trimming	  the	  reads	  

would	  not	  affect	  the	  mapping	  results	  significantly.	  	  The	  mapped	  output	  from	  Bowtie	  was	  

then	  input	  into	  Hotspot	  V4	  (http://www.uwencode.org/proj/hotspot/)	  for	  peakcalling.	  	  

Peaks	  were	  then	  visualized	  using	  the	  UCSC	  genome	  browser.	  	  The	  associated	  genes	  of	  the	  

called	  peaks	  were	  annotated	  using	  the	  Homer	  software	  (http://homer.salk.edu/homer).	  	  	  

	   	  

Results	  and	  Discussion:	  	  

Chapter	  5.1:	  Repression	  of	  Oct4	  in	  mouse	  ES	  cells	  leads	  to	  differentiation	  

	   Oct4	  is	  an	  essential	  transcription	  factor	  in	  mouse	  embryogenesis	  and	  deletion	  of	  

Oct4	  results	  in	  lost	  of	  pluriopotency	  and	  promotion	  of	  ICM/ES	  cells	  into	  extraembryonic	  

lineages	  (Nichols	  et	  al.,	  1998;	  Niwa	  et	  al.,	  2000).	  	  Transcription	  factors	  such	  as	  Oct4	  often	  

act	  as	  molecular	  switch	  to	  activate	  or	  repress	  gene	  expression	  akin	  to	  a	  binary	  on/off	  

switch.	  	  To	  investigate	  the	  expression	  and	  repression	  of	  Oct4,	  we	  obtained	  a	  conditional	  

Oct4	  mouse	  ES	  cell	  (Zhbtc4)	  line	  from	  Dr.	  Hitoshi	  Niwa	  (RIKEN	  Institute,	  Japan).	  	  The	  

Zhbtc4	  ES	  cells	  have	  had	  both	  endogenous	  alleles	  of	  Oct4	  inactivated	  by	  gene	  targeting	  and	  

contain	  a	  regulatable	  tetracycline	  (Tc)-‐dependent	  transactivator	  Oct4	  transgene.	  	  These	  

cells	  can	  be	  propagated	  as	  ES	  cells	  in	  the	  absence	  of	  Tc,	  in	  which	  the	  Oct4	  transgene	  is	  

active.	  	  However,	  in	  the	  presence	  of	  Tc,	  the	  Oct4	  transgene	  is	  repressed	  (Niwa	  et	  al.,	  2000).	  	  

The	  Zhbtc4	  ES	  cell	  line	  is	  indistinguishable	  from	  wild	  type	  mouse	  ES	  cells	  in	  the	  absence	  of	  

Tc	  (Niwa	  et	  al.,	  2000).	  	  The	  advantage	  of	  using	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells	  is	  two	  fold:	  A)	  The	  cell	  

line	  can	  induce	  Oct4	  knockdown	  when	  required,	  and	  B)	  The	  knockdown	  of	  Oct4	  is	  

homogeneous,	  which	  means	  there	  is	  a	  complete	  knockdown	  of	  Oct4	  in	  all	  cells.	  	  The	  Zhbtc4	  
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ES	  cells	  are	  morphologically	  compact	  and	  undifferentiated	  (Figure	  5.1A)	  but	  upon	  Tc	  

treatment	  for	  48hrs,	  differentiation	  of	  cells	  can	  be	  observed	  by	  its	  flattened	  and	  spreadout	  

morphology	  and	  enlarged	  nuclei	  (Figure	  5.1A).	  	  	  The	  morphologically	  differentiated	  

appearance	  of	  ES	  cells	  upon	  Tc	  treatment	  is	  similar	  to	  LIF	  (Ying	  et	  al.,	  2003)	  removal	  in	  

wild	  type	  ES	  cells.	  	  We	  then	  examined	  when	  Oct4	  knockdown	  occurs	  by	  performing	  a	  time	  

course	  Tc	  treatment	  on	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  Oct4	  protein	  levels	  were	  assayed	  by	  western	  

blot.	  	  The	  Tc	  treatment	  time	  course	  experiment	  was	  performed	  at	  3hrs,	  6hrs,	  12hrs,	  and	  

18hrs.	  	  Western	  blot	  using	  an	  anti-‐Oct3/4	  antibody	  showed	  that	  Oct4	  protein	  levels	  

gradually	  declined	  over	  time	  in	  the	  presence	  of	  Tc	  with	  virtually	  no	  Oct4	  expression	  at	  

18hrs	  (Figure	  5.1B).	  	  We	  next	  investigated	  the	  expression	  of	  marker	  genes	  to	  evaluate	  how	  

they	  are	  affected	  upon	  Tc	  treatment.	  	  Quantitative	  real-‐time	  PCR	  was	  performed	  to	  

measure	  Oct4	  and	  Cdx2	  transcript	  levels.	  	  During	  Tc	  treatment	  over	  72hrs,	  Oct4	  transcript	  

level	  was	  completely	  gone	  whereas	  the	  trophectoderm	  marker,	  Cdx2,	  transcript	  level	  was	  

substantially	  increased	  after	  24hrs	  with	  the	  highest	  expression	  observed	  at	  48hrs	  (Figure	  

5.1C).	  	  The	  expression	  of	  Cdx2	  and	  cellular	  morphoglogy	  of	  Tc-‐treated	  Zhbtc4	  ES	  cells	  

demonstrated	  that	  Zhbtc4	  differentiated	  cells	  are	  similar	  to	  trophectoderm	  cells.	  	  	  Both	  the	  

loss	  and	  gain	  of	  function	  of	  markers	  of	  gene	  expression	  in	  the	  presence	  of	  Tc	  are	  consistent	  

with	  observed	  phenotypic	  differences	  in	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  	  These	  findings	  demonstrate	  

that	  ES	  cells	  can	  be	  respecified	  to	  a	  different	  fate	  upon	  Oct4	  depletion	  and	  that	  the	  Zhbtc4	  

cell	  line	  could	  be	  utilized	  as	  an	  in	  vitro	  model	  for	  studying	  early	  trophectoderm	  

differentiation.	  	  We	  conclude	  that	  Oct4	  functions	  as	  a	  gatekeeper	  to	  prevent	  ES	  cell	  

differentiation	  into	  the	  trophectoderm	  lineage.	  
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Chapter	  5.2:	  Oct4	  depletion	  leads	  to	  downregulation	  of	  BMP4	  and	  its	  target	  genes	  

	   In	  mouse,	  loss	  of	  Oct4	  in	  the	  embryo	  results	  in	  developmental	  arrest	  before	  the	  

blastocyst	  stage	  (Nichols	  et	  al.,	  1998).	  	  Functional	  loss	  of	  Oct4	  produces	  severe	  gastrulation	  

and	  patterning	  abnormalities	  and	  results	  in	  embryonic	  lethality.	  	  During	  early	  

embryogenesis,	  several	  signaling	  pathways	  are	  activated	  to	  establish	  a	  genetic	  network	  to	  

control	  cell	  fate	  decisions.	  	  Soledad	  Reyes	  de	  Mochel,	  in	  the	  Cho	  lab,	  has	  implicated	  BMP	  

activity	  in	  early	  embryo	  development	  (Reyes	  de	  Mochel	  et	  al.,	  2014).	  	  Additionally,	  Soledad	  

has	  also	  shown	  that	  BMP4	  is	  active	  during	  the	  same	  time	  when	  the	  Oct4/Sox2/Nanog	  

network	  becomes	  established.	  	  It	  can	  therefore	  be	  hypothesized	  that	  extrinsic	  factors,	  such	  

as	  BMPs,	  may	  possibly	  feed	  into	  the	  Oct4/Sox2/Nanog	  transcriptional	  network	  to	  shed	  light	  

into	  the	  molecular	  mechanisms	  that	  coordinate	  control	  of	  ES	  cell	  pluripotency	  and	  cellular	  

differentiation.	  

	   Utilizing	  the	  Zhbtc4	  ES	  cell	  line,	  we	  examined	  whether	  Oct4	  depletion	  affected	  BMP	  

transcript	  levels.	  	  We	  measured	  transcript	  levels	  for	  BMP2,	  BMP4,	  and	  BMP7	  and	  results	  

showed	  that	  BMP4	  is	  significantly	  downregulated	  upon	  Oct4	  knockdown	  whereas	  BMP2	  

and	  BMP7	  show	  very	  moderate	  increases	  (Figure	  5.2A).	  	  Since	  BMPs	  are	  essential	  for	  ES	  

cell	  mainteance	  and	  knockdown	  of	  Oct4	  leads	  to	  a	  downregulation	  of	  BMP4	  ligand	  levels,	  

these	  findings	  support	  the	  hypothesis	  that	  Oct4	  and	  BMP4	  are	  part	  of	  the	  same	  regulatory	  

network.	  	  However,	  whether	  Oct4	  directly	  or	  indirectly	  regulate	  BMP4	  expression	  has	  yet	  

to	  be	  determined.	  

	   We	  also	  examined	  whether	  BMP	  target	  genes	  were	  affected	  after	  Oct4	  depletion.	  	  

The	  Id1,	  Id2,	  and	  Id3	  transcript	  levels	  were	  measured	  after	  tetracycline	  treatment	  in	  the	  

Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  We	  observed	  that	  only	  Id1	  and	  Id3	  are	  downregulated	  during	  Oct4	  
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knockdown	  whereas	  Id2	  is	  upregulated	  (Figure	  5.2B).	  	  In	  Chapter	  4,	  we	  indicated	  that	  Id3	  is	  

mainly	  expressed	  in	  the	  ICM	  and	  the	  Id2	  in	  the	  trophectoderm.	  	  The	  upregulation	  of	  Id2	  is	  

consistent	  with	  our	  previous	  findings	  (see	  Chapter	  4)	  that	  Id2	  is	  important	  for	  maintaining	  

trophectoderm	  identity.	  	  Since	  Oct4	  depletion	  leads	  to	  ES	  cell	  differentiation	  to	  

trophectoderm-‐like	  cells,	  the	  upregulation	  of	  Id2,	  confirms	  its	  involvement	  in	  the	  

trophectoderm	  lineage.	  	  In	  human	  embryonic	  stem	  cells,	  Oct4	  was	  demonstrated	  to	  

negatively	  regulate	  Id2	  (Babaie	  et	  al.,	  2007)	  in	  differentiating	  ES	  cells	  and	  our	  findings	  

suggest	  that	  a	  similar	  mechanism	  could	  be	  at	  play	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  In	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells,	  

upon	  Oct4	  knockdown,	  Id2	  repression	  is	  relieved	  and	  an	  upregulation	  of	  Id2	  expression	  is	  

observed.	  	  Confirmation	  of	  whether	  Id2	  is	  directly	  regulated	  by	  Oct4	  in	  mouse	  ES	  cells	  can	  

be	  addressed	  by	  performing	  Oct4-‐ChIP	  qPCR.	  	  It	  would	  also	  be	  interesting	  to	  determine	  if	  

Oct4	  can	  also	  positively	  or	  negatively	  regulate	  additional	  BMP	  pathway	  target	  genes.	  	  	  

	  

Chapter	  5.3:	  Time	  Course	  RNA-Seq	  of	  Oct4	  Depleted	  Mouse	  ES	  Cells	  

	   In	  vivo,	  Oct4	  proteins	  are	  abundantly	  expressed	  in	  ES	  cells	  and	  are	  quickly	  

downregulated	  as	  ES	  cells	  differentiate	  into	  the	  trophectoderm	  lineage	  (Niwa	  et	  al.,	  2000).	  	  

Oct4	  activates	  transcription	  of	  specific	  genes	  to	  maintain	  ES	  self-‐renewal	  and	  proliferation	  

(Boyer	  et	  al.,	  2005).	  	  To	  define	  the	  temporal	  transcriptional	  signature	  during	  this	  

differentiation	  process,	  we	  performed	  RNA-‐Seq	  on	  Zhbtc4	  ES	  cell	  line	  to	  study	  the	  

transcriptional	  dynamics	  during	  this	  critical	  developmental	  window.	  	  

	   Zhbtc4	  ES	  cells	  were	  treated	  with	  tetracycline	  for	  a	  period	  of	  3	  days	  and	  total	  RNA	  

was	  collected	  every	  24hrs	  at	  O,	  24,	  48,	  and	  72hrs.	  	  Biological	  replicates	  of	  RNA-‐seq	  libraries	  

were	  prepared	  for	  each	  time	  point.	  	  After	  performing	  RNA-‐Seq	  analysis,	  1480	  differentially	  
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expressed	  genes	  were	  observed	  (1%	  FDR	  cut-‐off)	  across	  the	  time	  course.	  	  As	  a	  quality	  

control	  test,	  we	  wanted	  toconfirm	  whether	  mapped	  RNA-‐Seq	  reads	  decreased	  in	  the	  region	  

covering	  the	  Oct4	  gene	  exons.	  	  Indeed	  mapped	  reads	  in	  the	  Oct4	  exon	  dropped	  

precipitously	  after	  24hrs	  of	  Tc	  treatment	  (Figure	  5.2C).	  	  A	  heatmap	  of	  the	  differentially	  

expressed	  genes	  are	  shown	  in	  Figure	  5.3A.	  	  The	  heatmap	  shows	  hierarchical	  clustering	  of	  

genes	  that	  are	  upregulated	  and	  downregulated	  upon	  differentiation.	  	  Interestingly,	  

untreated	  Zhbtc4	  (WT)	  and	  24hrs	  tetracycline-‐treated	  Zhbtc4	  cells	  (Tc_24hrs)	  clustered	  

closely	  together	  indicating	  that	  their	  transcriptome	  profiles	  are	  still	  moderately	  similar	  

even	  after	  Oct4	  knockdown.	  	  	  However,	  after	  48hrs	  of	  treatment	  (Tc_48hrs),	  the	  

transcriptome	  profiles	  of	  the	  differentiating	  ES	  cells	  were	  dramatically	  different.	  	  At	  this	  

point,	  genes	  that	  were	  previously	  downregulated	  (color:blue)	  are	  now	  upregulated	  and	  

vice	  versa	  (color:	  red).	  	  	  As	  differentiation	  progressed,	  the	  transcriptome	  profile	  of	  ES	  cells	  

at	  72hrs	  tetracycline	  treatment	  was	  significantly	  different	  from	  the	  untreated	  Zhbtc4	  ES	  

cells.	  	  Also,	  it	  is	  apparent	  from	  our	  principal	  component	  analysis	  (PCA)	  that	  the	  72hrs-‐

differentiated	  cells	  are	  very	  different	  from	  the	  untreated	  and	  24hrs	  Tc-‐treated	  ES	  cells	  as	  

they	  cluster	  far	  apart	  from	  one	  another	  (Figure	  5.3B).	  	  

It	  is	  well	  known	  that	  cellular	  differentiation	  is	  a	  process	  of	  sequential	  induction	  of	  

regulatory	  genes	  that	  in	  turn	  initiates	  the	  expression	  of	  lineage	  specific	  target	  genes.	  	  Each	  

developmental	  process	  requires	  the	  activation	  of	  a	  specific	  transcriptional	  program.	  	  Our	  

data	  showed	  global	  gene	  expression	  changes	  that	  take	  place	  upon	  differentiation.	  	  These	  

genes	  represent	  novel	  candidates	  that	  are	  likely	  to	  be	  important	  in	  driving	  mammalian	  

preimplantation	  development.	  	  Together,	  this	  data	  set	  provides	  a	  valuable	  resource	  to	  
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search	  for	  not	  only	  novel	  trophectoderm	  marker	  genes	  but	  also	  allows	  us	  to	  dissect	  gene	  

regulatory	  mechanisms	  underlying	  progressive	  development	  of	  early	  mammalian	  embryos.	  

	  

Chapter	  5.4:	  Time	  Course	  DNase-Seq	  of	  Oct4	  Depleted	  Mouse	  ES	  Cells	  

	   Identification	  of	  active	  gene	  regulatory	  elements	  is	  important	  to	  understanding	  the	  

transcriptional	  control	  governing	  cell	  fate	  decisions	  during	  early	  embryogenesis.	  	  The	  

presence	  of	  DNase	  I	  hypersensitive	  sites	  (DHS)	  has	  served	  as	  useful	  evidence	  for	  

identifying	  active	  cis-‐regulatory	  elements	  including	  enhancers	  and	  promoters	  (Galas	  et	  al.,	  

1978).	  	  DNase	  hypersensitivity	  assay	  takes	  advantage	  of	  the	  fact	  that	  DNase	  I	  preferentially	  

cleaves	  DNA	  at	  sites	  of	  "open/accessible"	  chromatin.	  	  Most	  DNA	  is	  compacted	  into	  

chromatin	  consisting	  of	  DNA	  tightly	  wound	  around	  nucleosomes	  and	  is	  inaccessible	  to	  

DNase	  I	  treatment.	  	  Open	  chromatin	  regions	  are	  more	  susceptible	  to	  DNase	  I	  cleavage	  and	  

most	  often	  these	  open	  chromatin	  regions	  contain	  promoter	  and	  enhancer	  regions.	  	  DNase	  I-‐

sequencing	  adapts	  from	  traditional	  DNase	  I	  footprinting	  assay	  and	  leverages	  modern	  DNA	  

sequencing	  to	  identify	  regions	  of	  the	  genome	  where	  regulatory	  factors	  interact	  with	  DNA	  to	  

modify	  chromatin	  structure	  and	  gene	  transcription	  (Galas	  et	  al.,	  1978;	  Boyle	  et	  al.,	  2011;	  

Pique-‐Regi	  et	  al.,	  2011;	  Song	  et	  al.,	  2011,	  Neph	  et	  al.,	  2012).	  	  Using	  this	  technique	  (Figure	  

5.4A),	  we	  identified	  cell	  and	  lineage	  specific	  regulators	  during	  Zhbtc4	  differentiation.	  

	   To	  determine	  the	  optimal	  DNase	  I	  enzyme	  concentration	  condition	  to	  generate	  high-‐

quality	  and	  reproducible	  DNase-‐Seq	  libraries,	  I	  first	  titrated	  the	  amount	  of	  DNase	  I	  enzyme	  

required	  for	  optimal	  DNase	  I	  cleavage.	  	  I	  used	  concentrations	  between	  20-‐80units	  to	  digest	  

nuclei	  from	  untreated	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  After	  DNase	  I	  digestion,	  I	  performed	  qPCR	  to	  

quantify	  open	  promoter	  regions	  of	  genes	  (Rpl41,	  Oct4,	  Sox2,	  Nanog)	  that	  DNase	  I	  is	  known	  
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to	  target	  for	  cleavage	  and	  closed	  promoter	  regions	  of	  lowly	  expressed	  genes	  (Ivl,	  Ttn,	  

Krt86).	  	  The	  open	  and	  closed	  chromatin	  regions	  were	  chosen	  based	  on	  their	  RNA-‐Seq	  levels	  

and	  known	  regions	  of	  transcription	  factor	  binding.	  	  At	  20units	  of	  DNase	  I	  treatment,	  I	  did	  

not	  observe	  cleaved	  DNA	  fragments	  but	  at	  40units	  of	  DNase	  I,	  I	  observed	  a	  marked	  increase	  

in	  the	  recovery	  of	  DNA	  fragments	  corresponding	  to	  the	  open	  chromatin	  regions	  of	  the	  

Rpl41,	  Oct4,	  Sox2,	  and	  Nanog	  genes	  and	  very	  little	  amount	  of	  DNA	  fragments	  in	  the	  closed	  

regions	  of	  Ivl,	  Ttn,	  Krt86	  (Figure	  5.4B)	  genes.	  	  As	  I	  continued	  to	  increase	  DNase	  I	  

concentration,	  we	  see	  not	  only	  DNA	  fragments	  increased	  in	  the	  open	  chromatin	  regions	  but	  

also	  in	  the	  closed	  chromatin	  regions.	  	  The	  increase	  in	  DNA	  fragments	  in	  the	  closed	  

chromatin	  regions	  using	  higher	  DNase	  I	  treatments	  is	  undesirable	  since	  it	  would	  be	  hard	  to	  

determine	  from	  the	  DNase-‐Seq	  analysis	  whether	  active	  regulatory	  regions	  were	  actually	  

present	  or	  if	  they	  were	  a	  result	  of	  DNase	  I	  overdigestion.	  	  I	  decided	  to	  be	  conservative	  in	  

my	  approach	  and	  used	  a	  40units	  DNase	  I	  concentration	  for	  all	  our	  DNase-‐Seq	  libraries.	  	  We	  

generated	  a	  DNase-‐Seq	  library	  on	  untreated	  Zhbtc4	  cells	  as	  well	  as	  cells	  treated	  with	  Tc	  at	  

24hrs,	  48hrs,	  and	  72hrs	  using	  a	  similar	  titration	  protocol.	  	  In	  Tc-‐treated	  samples,	  we	  used	  

different	  qPCR	  primers	  to	  assay	  the	  open	  chromatin	  regions	  (Cdx2,	  Eomes,	  FGFR1,	  and	  

Rpl41)	  since	  chromatin	  accessibility	  changes	  as	  ES	  cells	  differentiate.	  

	   DNase-‐Seq	  libraries	  were	  generated	  for	  each	  tetracycline-‐treated	  sample	  and	  

mapped	  to	  the	  mouse	  genome	  (mm9).	  	  Approximately,	  20millions	  reads	  were	  mapped	  to	  

the	  mouse	  genome	  with	  the	  exception	  of	  the	  Untreated-‐1	  sample,	  which	  had	  150	  million	  

reads.	  	  Peakcalling	  of	  DNase	  peaks	  was	  done	  using	  Hotspot	  Version	  4	  software.	  	  Taking	  

total	  peaks	  called	  by	  Hotspot	  for	  each	  sample	  and	  dividing	  it	  by	  the	  totaled	  mapped	  reads,	  

we	  obtained	  the	  mapping	  efficiencies	  for	  each	  sample.	  	  Our	  mapping	  efficiency	  was	  around	  
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4%	  for	  almost	  all	  samples	  except	  for	  the	  Untreated-‐1	  sample	  (32%	  efficiency)	  (Figure	  

5.4C).	  	  The	  low	  mapping	  efficiencies	  in	  our	  sample	  could	  be	  due	  to	  many	  factors.	  	  One	  such	  

factor	  is	  the	  size	  selection	  of	  DNA	  fragments	  after	  DNase	  I	  treatment.	  	  I	  size-‐selected	  DNA	  

fragments	  from	  100-‐500bp	  to	  generate	  the	  DNase-‐Seq	  libraries	  but	  a	  recent	  report	  

suggested	  that	  the	  longer	  DNA	  fragments	  (200-‐300bp)	  can	  lower	  mapping	  efficiency	  and	  

require	  greater	  amount	  of	  sequencing	  (He	  et	  al.,	  2014).	  	  Additionally	  longer	  DNA	  fragments	  

most	  likely	  span	  the	  coverage	  of	  nucleosomes	  (He	  et	  al.,	  2014)	  and	  could	  cofound	  the	  

DNase-‐Seq	  analysis.	  	  The	  second	  factor	  could	  be	  that	  the	  40units	  of	  DNase	  I	  was	  not	  optimal	  

and	  refining	  our	  DNaseI	  concentration	  could	  increase	  mapping	  efficiency.	  	  However,	  it	  is	  

most	  likely	  that	  our	  size	  selection	  must	  be	  revised	  to	  generate	  better	  DNase-‐seq	  libraries.	  

	   Although	  the	  coverage	  of	  my	  DNase-‐Seq	  libraries	  were	  not	  as	  good	  as	  those	  

published	  by	  John	  Stamatoyannopoulos’s	  group	  (Figure	  5.4D),	  I	  still	  nonetheless	  believe	  

that	  our	  data	  is	  still	  good	  enough	  to	  do	  preliminary	  analyses	  to	  view	  chromatin	  accessibility	  

during	  the	  differentiation	  of	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  When	  I	  viewed	  the	  promoter	  region	  of	  the	  

Oct4	  gene	  in	  the	  UCSC	  genome	  browser,	  I	  noticed	  that	  in	  the	  untreated	  sample,	  DNase	  reads	  

piled	  up	  in	  its	  promoter	  region	  suggesting	  that	  it	  is	  open	  and	  accessible	  by	  transcription	  

factors	  to	  regulate	  Oct4	  transcription	  (Figure	  5.5A).	  	  However,	  as	  differentiation	  

progressed,	  the	  Oct4	  promoter	  became	  less	  open	  and	  therefore	  I	  observed	  less	  DNase	  I	  

digested	  DNA	  fragment	  reads	  at	  the	  24hrs,	  48hrs,	  and	  72hrs	  Tc-‐treated	  samples	  (Figure	  

5.5A).	  	  I	  observed	  a	  similar	  pattern	  within	  the	  BMP4	  and	  Id3	  promoters	  as	  well	  (Figure	  

5.5B,	  5.5C).	  	  In	  contrast,	  the	  promoters	  of	  known	  trophectoderm	  genes	  (Id2,	  Tead4)	  were	  

not	  DNase	  I	  sensitive	  in	  untreated	  Zhbtc4	  ES	  cells,	  but	  upon	  Tc	  treatment,	  those	  regions	  

became	  more	  accessible/open	  (Figure	  5.5D,	  5.5E).	  	  Although	  the	  promoter	  of	  the	  Cdx2	  gene	  
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did	  not	  show	  changes	  in	  its	  chromatin	  state,	  I	  however	  did	  notice	  that	  hypersensitive	  sites	  

decreased	  in	  the	  first	  intron	  of	  the	  Cdx2	  gene,	  where	  Oct4	  is	  known	  to	  be	  bound	  (Figure	  

5.5F).	  	  It	  should	  be	  noted	  that	  DHS	  distribution	  in	  my	  samples	  could	  reflect	  variations	  in	  

how	  genes	  interact	  with	  trans-‐activation	  factor	  complexes,	  and	  differences	  in	  the	  protein	  

complexes	  in	  different	  chromosome	  territories	  (He	  et	  al.,	  2014).	  

	  

Conclusions:	  

	   In	  summary,	  our	  findings	  extend	  our	  knowledge	  of	  the	  transcription	  programs	  

occuring	  during	  the	  first	  lineage	  segregation	  of	  ICM	  and	  TE	  in	  mouse	  embryogenesis.	  	  Using	  

the	  Zhbtc4	  ES	  cell	  line	  as	  an	  in	  vitro	  model,	  I	  obtained	  a	  global	  transcriptome	  profile	  after	  

Oct4	  knockdown	  in	  ES	  cells	  and	  subsequent	  differentiation	  of	  ES	  cells	  into	  trophectoderm-‐

like	  cells.	  	  From	  our	  RNA-‐Seq	  time	  course	  dataset,	  I	  was	  able	  to	  reveal	  cluster	  of	  genes	  that	  

were	  changing	  (either	  upregulated	  or	  downregulated)	  as	  a	  result	  of	  Oct4	  depletion	  (Figure	  

5.3A).	  	  At	  each	  time	  point,	  I	  observed	  a	  unique	  transcriptional	  signature,	  suggesting	  a	  

dynamic	  process	  is	  underway	  as	  ES	  cells	  differentiate.	  	  I	  also	  demonstrated	  that	  the	  BMP4	  

ligand	  and	  its	  target	  Id	  genes	  (Id2	  and	  Id3)	  are	  affected	  upon	  Oct4	  depletion,	  suggesting	  

BMPs	  may	  be	  involved	  in	  the	  Oct4/Sox2/Nanog	  network,	  directly	  or	  indirectly.	  	  The	  

molecular	  mechanism(s)	  of	  how	  BMP	  signaling	  feeds	  into	  this	  particular	  network	  will	  need	  

to	  be	  studied	  further.	  	  Also	  in	  this	  present	  study,	  I	  demonstrated	  that	  chromatin	  

accessibility	  is	  affected	  as	  ES	  cells	  differentiate.	  	  Chromatin	  accessibility	  changes	  as	  

different	  transcriptional	  requirements	  are	  needed	  during	  cellular	  differentiation.	  	  	  The	  

results	  of	  my	  global	  study	  provide	  relevant	  insights	  into	  the	  molecular	  mechanisms	  during	  

differentiation	  ES	  cells	  for	  future	  studies.	  
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Figure	  5.1	  

	  
A)	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
B)	  
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C)	  
	  

	  	  	  	   	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
Figure	  5.1:	  	  Characterization	  of	  Zhbtc4	  mouse	  ES	  cell	  line.	  A)	  Schematic	  of	  Zhbtc4	  ES	  cell	  
line,	  an	  inducible	  Tetracycline-‐Off	  Oct4	  knockdown	  ES	  cell	  line.	  Both	  endogenous	  alleles	  of	  
Oct4	  were	  inactivated	  by	  gene	  targeting	  and	  contained	  a	  regulatable	  tetracycline(Tc)-‐off	  
Oct4	  transgene.	  	  Upon	  Tc	  treatment,	  Zhbtc4	  cells	  differentiate	  into	  trophectoderm-‐like	  cells	  
after	  48hrs.	  	  Photomicrographs	  of	  ES	  cells	  were	  at	  20X	  magnification.	  	  B)	  Western	  blot	  of	  
Oct4	  knockdown	  upon	  tetracycline	  treatment.	  	  Time-‐course	  of	  tetracycline	  treatment	  in	  
Zhbtc4	  mouse	  ES	  cells:	  3hrs,	  6hrs,	  12hrs,	  and	  18hrs	  at	  different	  Tc	  concentrations	  
(0.5µg/ml,	  1µg/ml,	  or	  2µg/ml)	  C)	  QPCR	  analyses	  of	  Zhbtc4	  ES	  cells	  upon	  tetracycline	  
treatment.	  Oct4	  (Pou5f1)	  and	  Cdx2	  transcript	  levels	  were	  measured	  at	  the	  following	  
tetracycline	  treatment	  time	  points:	  0hrs	  (untreated),	  24hrs,	  48hrs,	  and	  72hrs.	  	  The	  Tc	  
concentration	  was	  0.5µg/ml.	  
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Figure	  5.2:	  
	  
A)	  
	  

	  	   	  
	  	  	  	  
B)	  
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C)	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
	  
Figure	  5.2:	  	  BMP	  and	  its	  targets	  are	  downregulated	  upon	  Oct4	  knockdown	  in	  Zhbtc4	  ES	  
cells.	  QPCR	  analyses	  of	  A)	  BMP2,	  4,	  and	  7	  transcript	  levels	  measured	  after	  tetracycline	  (Tc)	  
treatment	  (0.5µg/ml)	  for	  48hrs	  and	  B)	  BMP	  targets,	  Id1,	  Id2,	  and	  Id3	  transcript	  levels	  after	  
Oct4	  depletion	  (48hrs).	  	  Id2	  is	  upregulated	  during	  Zhbtc4	  ES	  cell	  differentiation	  into	  
trophectoderm-‐like	  cells.	  C)	  UCSC	  genome	  browser	  of	  RNA-‐Seq	  reads	  covering	  the	  Oct4	  
exons.	  	  Mapped	  reads	  decreased	  as	  tetracycline	  treatment	  time	  increased	  (24hrs,	  48hrs,	  
72hrs).	  
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Figure	  5.3	  
	  
A)	  
	  
	  

	  	  	  	  	  	   	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



	   143	  

	  
	  
	  
	  
B)	  
	  

	  	   	  
	  	  
	  
	  
Figure	  5.3:	  	  RNA-‐Seq	  time	  course	  analyses.	  A)	  Cluster	  diagram	  of	  gene	  expression	  in	  Oct4	  
depleted	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  RNA-‐Seq	  was	  performed	  on	  Zhbtc4	  ES	  cells	  treated	  with	  Tc	  at	  the	  
following	  time	  point:	  0hrs,	  24hrs,	  48hrs,	  and	  72hrs.	  	  Genes	  were	  organized	  by	  hierarchical	  
clustering	  based	  on	  similarity	  in	  expression	  pattern.	  B)	  Principal	  component	  analysis	  (PCA)	  
plot	  of	  untreated	  Zhbtc4	  ES	  cells	  and	  Zhbtc4	  cells	  treated	  with	  tetracycline	  for	  24hrs,	  
48hrs,	  and	  72hrs.	  
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Figure	  5.4:	  
	  
A)	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
B)	  	  
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C)	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

	  

Sample	  
	  
	  

Total	  
Processed	  
Reads	  

Unique	  
Mapped	  
Reads	  
(Trim	  
14bp)	  

Samtools	  
RMDUP	  

Coverage	  Read	  
(Hotspot_V4:	  

1%FDR):RMDUP	  

Efficiency:	  
(Coverage	  
Reads/	  
Mapped	  
Reads)	  
x100	  

Tc	  -‐24hrs	   27,373,907	   19,496,389	   15,519,701	   725,591	   4.67%	  

Tc-‐24hrs	   29,239,314	   21,080,396	   19,464,836	   904,203	   4.64%	  

Tc	  -‐48hrs	   29,650,571	   21,227,880	   19,791,664	   915,166	   4.62%	  

Tc	  -‐48hrs	   28,351,658	   20,531,620	   18,900,946	   931,321	   4.92%	  

Tc	  -‐72hrs	   29,969,833	   21,407,594	   19,533,080	   911,774	   4.66%	  

Tc-‐72hrs	   25,233,936	   18,302,782	   16,890,417	   946,110	   5.60%	  

Untreated-‐
1	  

275,423,783	   155,456,357	   52,658,847	   17,220,000	   32.70%	  

Untreated-‐
2	  

36,854,838	   26,418,440	   24,086,956	   1,	  319,000	   5.47%	  
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D)	  
	  

Sample	  
	  

	  
	  

Total	  
Processed	  
Reads	  

Unique	  
Mapped	  
Reads	  
(Trim	  
14bp)	  

Samtools	  
RMDUP	  

Coverage	  Read	  
(Hotspot_V4:1%
FDR):	  RMDUP	  

Efficiency:	  
(Coverage	  
Reads/	  
Mapped	  

Reads)	  x100	  

Encode_0hrs_Rep1V2	   41,291,067	   30,152,405	   22,463,	  130	   5,115,000	   22.77%	  

Encode_0hrs_Rep2	   44,798,543	   32,065,589	   26,450,121	   4,297,000	   16.24%	  

Encode_24hrs_Rep1	   43,816,918	   31,833,034	   24,877,475	   4,722,000	   18.98%	  

Encode_24hrs_Rep2	   38,264,936	   27,686,875	   23,487,299	   3,825,000	   16.28%	  

	  
	  
Figure	  5.4:	  	  DNase-‐Seq	  approach	  and	  analyses	  A)	  Overview	  of	  DNase-‐Seq	  workflow.	  The	  
top	  of	  this	  illustration	  shows	  a	  double-‐stranded	  DNA	  molecule	  wrapped	  around	  four	  
nucleosomes	  (blue)	  and	  a	  relatively	  open	  segment	  of	  chromatin	  containing	  a	  cis-‐regulatory	  
region	  with	  a	  bound	  protein	  (yellow).	  DNAse	  (red)	  cleavage	  occurs	  preferentially	  in	  the	  
open	  chromatin	  region	  releasing	  it	  from	  the	  bulk	  DNA.	  After	  size	  fractionation,	  the	  DNA	  is	  
adaptor	  ligated	  and	  amplified	  to	  create	  a	  library	  that	  is	  ready	  for	  high	  throughput	  
sequencing.	  	  Since	  DNA	  from	  open	  chromatin	  regions	  is	  released	  in	  greater	  amounts	  than	  
from	  closed	  chromatin,	  open	  chromatin	  regions	  are	  over-‐represented	  in	  the	  library.	  
Therefore,	  sequence	  reads	  tend	  to	  pile	  up	  in	  genomic	  intervals	  containing	  open	  chromatin.	  
B)	  Titration	  of	  DNase	  I	  for	  proper	  nuclei	  digestion.	  	  Quantititative	  PCR	  was	  performed	  on	  
open	  and	  closed	  chromatin	  regions	  after	  DNase	  I	  treatment	  in	  untreated	  Zhbtc4	  nuclei.	  C)	  
DNase-‐Seq	  mapping	  efficiencies	  of	  Zhbtc4	  ES	  cells	  at	  each	  tetracycline	  treatment	  time	  
point.	  	  Analysis	  of	  each	  sample:	  1)	  number	  of	  reads	  obtained	  from	  sequencing,	  2)	  total	  
mapped	  reads	  after	  trimming	  each	  read	  by	  14bps	  at	  the	  3’	  end,	  3)	  removal	  of	  duplicate	  
reads	  (Samtools	  RMDUP),	  4)	  total	  number	  of	  reads	  under	  all	  peaks	  called	  by	  the	  Hotspot	  
peakcalling	  software,	  and	  5)	  the	  mapping	  efficiency	  of	  the	  sequencing	  library	  (#4/#2).	  	  D)	  
Published	  Zhbtc4	  DNase-‐Seq	  data	  from	  John	  Stamatoyannopoulos’s	  group	  for	  untreated	  
and	  24hrs	  tetracycline-‐treated	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  DNase-‐seq	  analysis	  was	  performed	  as	  
above	  in	  C.	  
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Figure	  5.5	  
	  
A)	  	  
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B)	  	  
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C)	  

	  	  	  	   	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



	   150	  

	  
	  
D)	  	  	  
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E)	  	  
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F)	  
	  

	  
	  	  	  
Figure	  5.5:	  Visualization	  of	  Zhbtc4	  DNase-‐Seq	  peaks	  on	  the	  UCSC	  genome	  browser	  at	  
different	  time	  points	  of	  Zhbtc4	  cells	  after	  tetracycline	  treatment:	  0hrs	  (Untreated),	  24hrs	  
(24hrs_Tc),	  48hrs	  (48_Tc),	  and	  72hrs	  (72hrs_Tc).	  	  DNase-‐Seq	  reads	  for	  the	  following	  genes	  
were	  viewed:	  	  A)	  Oct4	  (Pou5f1),	  B)	  BMP4,	  C)	  Id3,	  D)	  Id2,	  E)	  Tead4	  F)	  Cdx2	  	  
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Chapter	  6:	  

	  
Conclusion	  

	  
	   BMP	  signaling	  is	  important	  in	  early	  mouse	  development	  and	  the	  generation	  

of	  a	  X.Id3	  BRE-‐gal	  reporter	  line	  in	  the	  Cho	  lab	  has	  been	  useful	  in	  studying	  BRE-‐mediated	  

BMP	  signaling	  in	  mouse	  ES	  cells	  and	  early	  mouse	  embryogenesis.	  	  We	  demonstrated	  that	  

our	  X.Id3	  BRE-‐gal	  ES	  cell	  reporter	  line	  responded	  directly	  to	  BMP	  ligand	  treatment	  and	  is	  

responsible	  for	  activating	  the	  BMP	  transcriptional	  response	  in	  mouse	  ES	  cells.	  	  

Additionally,	  our	  X.Id3	  BRE-‐gal	  mice	  detected	  expression	  of	  BMP	  activity	  in	  developing	  

embryos	  not	  previously	  reported	  by	  the	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  mouse	  reporter	  line	  

(Korchynskyi	  et	  al.,	  2002;	  Monteiro	  et	  al.,	  2004;	  Javier	  et	  al.,	  2012).	  	  The	  Korchynskyi	  BRE-‐

lac1	  was	  derived	  from	  the	  mouse	  Id1	  promoter.	  	  Both	  BREs	  are	  similar	  to	  each	  other	  except	  

for	  one	  nucleotide	  difference	  in	  the	  Smad1	  binding	  site.	  	  However,	  we	  observed	  that	  our	  

BRE-‐gal	  mouse	  ES	  cells	  responded	  to	  BMP4	  concentrations	  as	  low	  as	  5ng/ml	  where	  as	  the	  

Korchynskyi	  BRE	  ES	  cells	  responded	  at	  20ng/ml.	  	  This	  could	  be	  due	  to	  the	  7	  copies	  of	  BRE	  

in	  our	  X.Id3	  BRE-‐gal	  line	  while	  the	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  line	  contained	  only	  two	  copies	  of	  

BRE.	  	  Currently,	  we	  have	  not	  yet	  examined	  the	  threshold	  response	  to	  our	  BRE-‐gal	  reporter	  

using	  different	  copy	  numbers	  of	  BRE.	  	  Andrea	  von	  Bufnoff,	  a	  former	  Cho	  lab	  member,	  found	  

that	  the	  threshold	  sensitivity	  and	  amplitude	  of	  the	  BMP	  response	  improved	  significantly	  

with	  increased	  BRE	  copy	  numbers	  in	  Xenopus	  (unpublished	  data).	  	  This	  could	  also	  be	  true	  

in	  mouse	  ES	  cells	  but	  have	  not	  been	  tested.	  	  If	  so,	  we	  can	  potentially	  develop	  a	  series	  of	  

BMP	  reporters	  (containing	  different	  BRE	  copy	  numbers)	  that	  can	  respond	  to	  different	  

thresholds	  of	  BMP	  ligand	  concentrations.	  	  They	  can	  useful	  reagents	  for	  looking	  at	  the	  
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threshold	  responses	  of	  target	  gene	  transcription	  and	  monitoring	  BMP	  gradient	  activity	  in	  

living	  embryos.	  

	  It	  should	  be	  noted	  that	  our	  X.Id3	  BRE-‐gal	  reporter	  was	  randomly	  integrated	  into	  the	  

mouse	  genome.	  	  Random	  integration	  may	  alter	  cell	  phenotype	  due	  to	  insertional	  

mutagenesis	  in	  undefined	  gene	  regions.	  	  Also,	  the	  reliability	  of	  data	  obtained	  may	  be	  

compromised	  by	  differences	  in	  transgene	  integration	  sites	  when	  comparing	  multiple	  

transgenic	  cell	  lines	  (e.g.	  Korchynskyi	  BRE-‐lac1	  and	  our	  X.Id3	  BRE-‐gal	  ES	  cell	  lines).	  	  The	  

random	  integration	  of	  the	  BRE-‐gal	  transgene	  may	  explain	  why	  we	  observed	  different	  X-‐gal	  

staining	  patterns	  in	  both	  ES	  cell	  lines	  and	  also	  the	  differential	  gene	  expression	  patterns	  

between	  the	  Korchynskyi	  mouse	  Id1	  BRE	  and	  our	  X.Id3	  BRE	  transgenic	  mice	  (Monteiro	  et	  

al.,	  2004;	  Javier	  et	  al.,	  2012).	  	  We	  believe	  that	  our	  current	  BRE-‐gal	  reporter	  is	  still	  reliable	  

since	  Anna	  Javier	  observed	  BMP	  activity	  (X-‐gal)	  in	  many	  developmental	  structures	  (heart,	  

neural	  tube,	  and	  pharyngeal	  arches)	  that	  are	  established	  domains	  of	  BMP	  activity.	  	  

However,	  targeting	  the	  BRE-‐gal	  transgene	  and	  Korchynskyi	  BRE	  to	  the	  ROSA26	  locus	  would	  

allow	  for	  a	  better	  comparative	  analysis.	  	  The	  ROSA26	  can	  be	  targeted	  without	  silencing	  or	  

disrupting	  normal	  gene	  function.	  	  A	  drawback	  to	  random	  integration	  of	  our	  BRE-‐gal	  

transgene	  is	  that	  BRE-‐gal	  expression	  can	  be	  either	  be	  artificially	  enhanced	  or	  dampened	  by	  

neighboring	  genes	  depending	  on	  the	  integration	  site.	  	  Targeting	  our	  transgene	  to	  the	  

ROSA26	  can	  remove	  artifacts	  in	  our	  studies	  and	  reveal	  true	  BMP	  activity.	  	  	  Additionally,	  the	  

generation	  of	  the	  BRE-‐gal	  (Del-‐2)	  construct	  from	  our	  lab	  could	  be	  used	  to	  generate	  a	  

reporter	  line	  deficient	  in	  BRE-‐mediated	  BMP	  signaling.	  	  The	  BRE-‐gal	  (Del-‐2)	  construct	  

could	  similarly	  be	  targeted	  to	  the	  ROSA26	  locus	  for	  analysis	  of	  ES	  cells	  and	  mouse	  embryos	  

that	  are	  deficient	  in	  BRE-‐mediated	  BMP	  signaling.	  	  We	  can	  perform	  comparative	  analyses	  
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with	  our	  wild	  type	  BRE-‐gal	  ES	  cell	  and	  mouse	  lines	  with	  the	  mutant	  BRE-‐gal	  (Del-‐2)	  lines	  to	  

observe	  how	  the	  nature	  of	  such	  a	  deletion	  affects	  BMP	  transcriptional	  responses	  and	  

developmental	  programs.	  

From	  this	  study,	  it	  is	  clear	  that	  our	  BRE-‐gal	  reporter	  does	  not	  capture	  all	  BMP	  

signaling	  activities.	  	  Given	  the	  diverse	  modes	  of	  Smad	  interactions	  with	  gene	  promoters	  

(Feng	  et	  al.,	  2005;	  Miyazono,	  et	  al.,	  2005)	  it	  is	  unlikely	  that	  a	  single	  cis-‐regulatory	  element	  

can	  modulate	  the	  different	  Smad	  binding	  combinations	  with	  various	  transcription	  factors.	  

Adding	  another	  layer	  of	  complexity	  to	  the	  BMP	  response	  are	  transcription	  cofactors	  and	  

how	  they	  interact	  with	  activated	  Smads	  to	  regulate	  BMP	  target	  genes.	  	  Furthermore,	  

although	  BMPs	  typically	  transduce	  their	  signal	  through	  Smads	  1/5/8,	  known	  non-‐canonical	  

BMP	  pathways	  have	  been	  identified	  to	  be	  independent	  of	  the	  Smad	  proteins	  (Moustakas	  et	  

al.,	  2005)	  and	  these	  non-‐canonical	  pathways	  do	  not	  utilize	  Smad	  binding	  sites.	  

From	  my	  RNA-‐Seq	  data	  of	  mouse	  ES	  treated	  with	  BMP4,	  two	  direct	  BMP	  targets,	  

R3hdml	  and	  Dusp5,	  were	  identified	  that	  did	  not	  contain	  a	  predicted	  BRE	  based	  in	  our	  motif	  

search	  of	  the	  genome.	  	  This	  highly	  suggested	  that	  a	  BRE-‐independent	  cis-‐regulatory	  

element	  could	  also	  mediate	  BMP	  signaling.	  	  	  We	  know	  that	  in	  Activin/Nodal	  signaling	  

pathway,	  there	  are	  four	  cis-‐regulatory	  modules	  that	  have	  been	  identified	  to	  date:	  Node	  

specific	  enhancer	  (NDE),	  Assymmetric	  Enhancer	  (ASE),	  Posterior	  Epiblast	  Element	  (PPE),	  

and	  Asymmetric	  Initiatior	  Element/Left	  Side	  Specific	  Enhancer	  (AIE/LSE)	  that	  are	  involved	  

in	  many	  developmental	  processes	  with	  each	  activated	  at	  different	  times	  of	  development	  

(Adachi	  et	  al.,	  1999;	  Norris	  et	  al.,	  1999;	  Krebs	  et	  al.,	  2003;	  Raya	  et	  al.,	  2003;	  Vincent	  et	  al.,	  

2004;	  Saijoh	  et	  al.,	  2005;	  Ben-‐Haim	  et	  al.,	  2006).	  	  	  Similarly,	  this	  could	  also	  be	  true	  for	  the	  

BMP	  pathway.	  	  It	  is	  unlikely	  that	  one	  universal	  BRE	  can	  regulate	  all	  BMP	  signaling	  activity.	  	  	  
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Therefore,	  I	  cloned	  regions	  upstream	  and	  downstream	  along	  with	  the	  first	  intronic	  regions	  

of	  the	  two	  direct	  BMP	  target	  genes	  (Dusp5	  and	  R3hdml)	  into	  a	  luciferase	  construct.	  	  	  

Although	  my	  preliminary	  tests	  of	  a	  few	  of	  my	  clones	  did	  not	  yield	  the	  localized	  region	  

responsible	  for	  BMP	  responsiveness,	  I	  have	  yet	  to	  test	  all	  my	  clones	  and	  predict	  that	  the	  

responsible	  element	  may	  be	  in	  my	  untested	  clones.	  	  Once	  the	  responsible	  cis-‐regulatory	  

element	  is	  isolated,	  we	  can	  test	  whether	  this	  element	  is	  active	  during	  embryonic	  

development	  by	  investigating	  whether	  it	  can	  drive	  reporter	  gene	  expression	  (β-‐

galactosidase,	  luciferase,	  or	  GFP)	  in	  ES	  cell	  in	  vitro	  and	  embryos	  in	  vivo.	  	  Furthermore,	  to	  

assess	  the	  relevance	  of	  this	  regulatory	  element,	  we	  can	  generate	  mutations	  within	  the	  

element	  and	  observe	  whether	  BMP	  responsiveness	  is	  affected.	  	  However,	  I	  cannot	  eliminate	  

the	  possibility	  that	  the	  Dusp5	  and	  R3hdml	  genes	  may	  be	  regulated	  by	  non-‐canonical	  BMP	  

signaling.	  	  If	  so,	  we	  would	  need	  to	  identify	  these	  mediators	  in	  regulating	  BRE-‐independent	  

BMP	  signaling.	  

	   The	  role	  BMP	  signaling	  in	  early	  mouse	  development	  has	  been	  briefly	  characterized	  

in	  this	  thesis	  as	  well.	  	  Based	  on	  our	  analysis	  of	  published	  single-‐cell	  RNA-‐Seq	  of	  early	  stages	  

of	  mouse	  development,	  I	  was	  able	  to	  show	  BMP	  ligands	  and	  its	  target	  genes	  expression	  

during	  the	  very	  early	  stages	  of	  mouse	  embryogenesis.	  	  Our	  findings	  indicate	  that	  the	  BMP4	  

ligand	  and	  the	  Id3	  gene	  are	  expressed	  primarily	  in	  inner	  cell	  mass	  whereas	  Id2	  is	  expressed	  

in	  the	  trophectoderm.	  	  However,	  in	  ES	  cells,	  this	  differential	  expression	  is	  not	  present.	  	  This	  

could	  be	  due	  to	  the	  fact	  that	  ES	  cells	  are	  cultured	  in	  vitro	  and	  may	  not	  always	  reflect	  in	  vivo	  

conditions.	  	  It	  is	  known	  that	  the	  association	  of	  activated	  Smad	  complexes	  with	  specific	  

DNA-‐binding	  cofactors	  (e.g.	  Schnurri)	  determines	  which	  genes	  are	  activated	  or	  repressed.	  	  

It	  is	  possible	  that	  cofactors	  present	  in	  the	  ICM	  can	  bind	  tightly	  to	  the	  activated	  Smad	  
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complex	  in	  the	  promoter	  of	  the	  Id3	  gene	  and	  regulate	  its	  expression	  while	  different	  Smad	  

binding	  cofactors	  inhibit	  or	  repress	  Id2	  expression.	  	  	  Conversely,	  this	  could	  be	  occurring	  in	  

the	  TE	  as	  well,	  where	  Id2	  is	  expressed	  while	  Id3	  inhibited.	  	  For	  future	  studies,	  I	  propose	  

that	  the	  identification	  of	  these	  cell-‐type-‐specific	  cofactors	  to	  study	  differential	  regulation	  of	  

the	  Id	  genes.	  	  Screening	  the	  proteome	  of	  these	  two	  different	  cell	  types	  for	  putative	  cofactors	  

and	  combining	  it	  with	  published	  genomic	  dataset	  can	  lead	  to	  identification	  of	  ICM/TE-‐

specific	  cofactors	  regulating	  BMP	  target	  genes.	  	  Alternatively,	  the	  differential	  regulation	  of	  

Id2	  and	  Id3	  in	  ICM	  and	  TE	  could	  be	  explained	  by	  microRNA	  targeting.	  	  It	  has	  been	  shown	  

that	  different	  microRNA	  clusters	  exist	  within	  the	  trophectoderm	  and	  ICM	  (Viswanathan	  et	  

al.,	  2009;	  Tang	  et	  al.,	  2010)	  to	  potentially	  downregulate	  specific	  genes	  within	  the	  ICM	  and	  

TE.	  	  If	  this	  is	  occurring,	  we	  can	  examine	  the	  interactions	  between	  the	  ICM	  or	  TE-‐specific	  

microRNAs	  and	  its	  targeting	  site(s)	  within	  the	  Id2	  and	  Id3	  3’UTRs	  using	  a	  luciferase	  

reporter	  assay.	  	  Preliminary	  immunostaining	  showed	  Id2	  expression	  in	  the	  trophectoderm	  

and	  not	  the	  ICM	  provides	  early	  evidence	  for	  BMPs	  in	  ICM/TE	  specification.	  	  

Immunostaining	  of	  Id3	  will	  need	  to	  be	  carried	  out	  in	  the	  immediate	  future	  to	  confirm	  its	  

presence	  in	  the	  ICM	  to	  support	  our	  hypothesis	  that	  the	  Id	  genes	  have	  non-‐redundant	  

functions	  and	  play	  a	  role	  in	  cell	  fate	  determination	  and	  lineage	  commitment	  during	  early	  

mouse	  embryogenesis.	  	  	  	  

The	  robust	  expression	  of	  BMP4	  ligand	  in	  the	  ICM	  from	  our	  single-‐RNA	  Seq	  analysis	  

is	  consistent	  with	  work	  done	  by	  Soledad	  Reyes	  de	  Mochel	  in	  the	  Cho	  lab	  and	  Coucouvanis	  

et	  al.	  	  Through	  her	  experiments,	  Soledad	  experimentally	  showed	  that	  BMP	  activity	  was	  

present	  in	  the	  ICM	  and	  to	  a	  lesser	  extent,	  the	  TE	  (Reyes	  de	  Mochel	  et	  al.,	  2014).	  	  This	  

difference	  could	  be	  attributed	  to	  ligand	  and/or	  BMP	  receptor	  stability.	  	  	  Since	  the	  TE	  had	  
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very	  weak	  BMP	  staining	  consistent	  with	  our	  single-‐cell	  RNA	  Seq	  data,	  it	  is	  possible	  that	  

either	  BMP	  ligands	  and/or	  receptors	  are	  downregulated	  in	  the	  TE.	  	  Therefore,	  dynamic	  

regulation	  of	  BMP	  ligands	  and	  their	  receptors	  as	  well	  as	  Smad1/4	  binding	  partners	  could	  

be	  contributing	  to	  the	  differential	  expression	  of	  BMPs	  in	  the	  blastocyst.	  

	   Oct4,	  Sox2,	  and	  Nanog	  are	  core	  regulators	  of	  ES	  cell	  pluripotency	  in	  mouse	  

embryogenesis.	  	  Previous	  research	  has	  shown	  that	  aside	  from	  the	  Oct4/Sox2/Nanog	  

network,	  BMPs	  are	  also	  important	  for	  maintaining	  ES	  self-‐renewal	  and	  pluripotency	  (Ying	  

et	  al	  2003).	  	  We	  hypothesized	  that	  BMP	  may	  be	  part	  of	  the	  network	  regulated	  by	  Oct4,	  Sox2,	  

and	  Nanog.	  	  We	  demonstrated	  that	  Oct4	  depletion	  downregulates	  BMP4	  but	  not	  BMP2	  and	  

BMP7.	  	  	  Additionally,	  our	  findings	  demonstrated	  that	  Id3	  is	  downregulated	  as	  a	  result	  of	  

Oct4	  depletion.	  	  Conversely,	  Id2	  is	  upregulated	  upon	  Oct4	  knockdown	  as	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells	  

are	  differentiating	  into	  trophectoderm-‐like	  ES	  cells	  suggesting	  a	  novel	  role	  for	  Id2	  in	  TE	  

identity.	  	  The	  molecular	  mechanism(s)	  of	  how	  Oct4	  is	  directly	  of	  indirectly	  regulating	  

BMP4,	  Id3,	  and	  Id2	  in	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells	  can	  be	  first	  ascertained	  by	  performing	  Oct4	  ChIP-‐

qPCR	  in	  Zhbtc4	  ES	  cells.	  	  	  

	   The	  recent	  advent	  of	  massive	  parallel	  sequencing	  has	  provided	  increasing	  

information	  on	  the	  cellular	  transcriptome	  and	  chromatin	  architecture.	  	  In	  my	  thesis,	  I	  

performed	  RNA-‐Seq	  and	  DNase-‐Seq	  in	  Oct4	  depleted	  ES	  cells	  and	  their	  subsequent	  

differentiation.	  	  The	  RNA-‐Seq	  time	  course	  data	  set	  revealed	  a	  number	  of	  genes	  upregulated	  

upon	  Zhbtc4	  ES	  cell	  differentiation.	  	  These	  genes	  could	  be	  potential	  trophectoderm	  

markers.	  	  We	  can	  therefore	  perform	  siRNA	  on	  these	  potential	  trophectoderm	  marker	  genes	  

to	  see	  if	  they	  have	  arrested	  or	  delayed	  trophectoderm	  differentiation	  in	  the	  Zhbtc4	  ES	  cells	  

upon	  Oct4	  depletion.	  	  Additionally,	  we	  can	  also	  determine	  if	  loss	  of	  these	  potential	  
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trophectoderm	  markers	  lead	  to	  loss	  of	  known	  trophectoderm	  marker	  genes	  such	  as	  Cdx2,	  

Tead4,	  and	  Eomes.	  	  We	  also	  employed	  DNase-‐Seq	  to	  identify	  cis-‐regulatory	  elements	  across	  

the	  genome	  (Song	  et	  al.,	  2011).	  	  Utilizing	  this	  technique,	  we	  were	  able	  to	  demonstrate	  that	  

the	  chromatin	  landscape	  changed	  as	  ES	  cells	  differentiated.	  	  In	  particular,	  I	  noticed	  that	  

chromatin	  accessibility	  of	  Oct4	  and	  BMP	  pathway	  target	  genes	  (Id3	  and	  BMP4)	  were	  

initially	  in	  an	  open	  state	  but	  switched	  into	  a	  closed	  state	  following	  differentiation.	  	  In	  

contrast,	  trophectoderm	  markers	  (Cdx2	  and	  Tead4)	  were	  closed	  but	  became	  open	  after	  

differentiation.	  	  In	  this	  present	  study,	  I	  have	  obtained	  a	  global	  profile	  of	  DHSs	  during	  ES	  cell	  

differentiation.	  	  It	  would	  be	  interesting	  to	  determine	  how	  these	  individual	  DHSs	  are	  

changing	  and	  what	  genes	  are	  associated	  with	  these	  changing	  DHSs.	  	  	  From	  both	  sequencing	  

data	  sets,	  we	  can	  tease	  out	  candidate	  regulators	  important	  for	  trophectoderm	  

differentiation	  by	  intersecting	  our	  RNA-‐Seq	  and	  DNase-‐Seq	  data	  sets.	  	  Future	  work	  would	  

also	  include	  collecting	  transcription	  factor	  binding	  data	  by	  performing	  ChIP-‐Seq	  and	  adding	  

these	  binding	  data	  sets	  into	  our	  RNA/DNase-‐Seq	  intersected	  analysis.	  	  I	  therefore	  propose	  

collecting	  Oct4	  ChIP-‐Seq	  and	  Cdx2	  ChIP-‐Seq	  binding	  dataset	  during	  Zhbtc4	  ES	  

differentiation.	  	  

	   Overall,	  my	  thesis	  has	  provided	  new	  insights	  into	  the	  regulation	  of	  BMP	  signaling	  in	  

mouse	  ES	  cells	  and	  early	  mouse	  embryogenesis.	  	  	  
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