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Everything is theoretically impossible,
until it is done.

Robert A. Heinlein
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1. Introducci6

Aquest treball té dues parts clarament diferenciades: la part teorica i la practica.
En la primera s’expliquen els fonaments teorics de la cél-lula, les cél-lules mare, les
cel-lules iPS, el cor i els cardiomiocits. En la segona es descriuen els protocols i

resultats obtinguts al laboratori.

1.1 Metodologia

La part teorica I'he escrita basant-me sobretot en articles d’investigacid, noticies i
webs cientifiques. En canvi, la part practica, que és la més complexa, I'he portada a
terme al Centre de Genetica Cardiovascular de Girona durant els mesos de maig,

juny i juliol de 2016.

1.2 Motivacio

El principal motiu pel qual vaig escollir aquest tema va ser per la curiositat i
'interes que tinc cap a les cél-lules mare. Em van cridar I'atencié des del primer
moment que vaig sentir a parlar d’elles, aquestes cel-lules no diferenciades.

Pero he volgut aprofundir més i m’he endinsat en aquest mon de les cél-lules mare
induides pluripotents, també anomenades cel-lules iPS. Les cel-lules iPS han
revolucionat el mon cientific, precisament per les caracteristiques que les
defineixen. En saber que estudiaven aquestes cel-lules en un laboratori proper i
que tenia una oportunitat per accedir-hi, ja no vaig tenir cap més dubte. Es el tema
cabdal del meu treball i en el que es basa la part practica del mateix.

Ja posada dins el mon de les cél-lules iPS he concretat més i he volgut arribar fins al
final del procés, la diferenciacié d’aquestes cel-lules cap a cardiomidcits.

El cor és el motor del nostre cos i els cardiomiocits els responsables de la seva
contraccid. La generacié de cardiomiocits al laboratori representa un pas gegant

cap a l'estudi de les malalties cardiovasculars.
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1.3 Hipotesi

La hipotesi principal que he plantejat és: “Els cardiomiocits creats artificialment
al laboratori tenen les caracteristiques i les propietats dels cardiomiocits
que trobem al cor i, per tant, es poden utilitzar per estudiar malalties
cardiovasculars”.

Per comprovar aquesta hipotesi, la part practica del treball ha consistit en
'obtenci6 de cardiomiocits mitjancant la diferenciaci6 de cel-lules iPS generades a

partir de fibroblasts dermics.

1.4 Objectius

L’objectiu principal d’aquest treball de recerca és dual. Per una banda, I'objectiu a
nivell tedric és ampliar els meus coneixements per tal d’obtenir una visié global
pero detallada sobre les cel-lules mare. Els objectius especifics son:
— Adquirir coneixements detallats sobre les caracteristiques de les cél-lules
mare i sobre les seves aplicacions terapéutiques.
— Coneixer els diferents metodes de generacié de cel-lules iPS i la utilitat
d’aquestes cel-lules en els camps de la medicina i la recerca.
— Aprofundir en I'is de les cél-lules iPS com a model de malaltia en general, i

en concret, de malalties cardiovasculars.

Per I'altra banda, I'objectiu a nivell practic és aprendre i visualitzar les diferents
tecniques de laboratori necessaries per l'obtencié de cardiomiocits derivats de
cel-lules iPS obtingudes a partir d’'una biopsia de pell d’'un individu sa. Els objectius
especifics son:
— Aprendre com aillar fibroblasts dérmics d'una biopsia de pell i com
reprogramar-los a cel-lules iPS.
— Investigar 'expressié de gens caracteristics de cel-lules iPS en les cél-lules
reprogramades.
— Aprendre com diferenciar les cel-lules iPS a cardiomiocits.
— Estudiar I'expressié de gens caracteristics de cardiomiocits en les céel-lules

iPS diferenciades.
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Part teorica

2. La cel-lula

El nostre cos esta format per bilions de cel-lules i cadascuna d’elles té només una
funcié determinada. Un tipus cel-lular és cadascuna de les categories en les quals
es poden classificar les cel-lules d'un organisme pluricel-lular. Aproximadament,
I'organisme huma es troba integrat per 210 tipus cel-lulars diferents.

Les cel-lules especialitzades en una mateixa funcid s’agrupen per formar teixits, i
diferents teixits que han de desenvolupar una funcié comuna s’organitzen per

formar els organs.

2.1 Biologia basica de les cél-lules de mamifer

Les cel-lules presenten una estructura for¢ca complexa. Cada tipus cel-lular és
diferent i presenta caracteristiques particulars segons la funcié que hagi de dur a

terme. Malgrat aix0, en qualsevol ceél-lula de mamifer distingim les parts segiients:

-La membrana plasmatica: Es la capa que envolta i protegeix la cél-lula. Es una
membrana semipermeable que pot ser travessada per diverses substancies com

ara l'aigua i els nutrients.

-El citoplasma: Es el liquid contingut dins la membrana. Hi trobem el nucli i els

diferents organuls de la céel-lula.

-El citoesquelet: Actua com a esquelet de la cél-lula proporcionant suport intern,
organitza les estructures internes i esta implicat en fenomens de transport i la

divisié cel-lular.

-El nucli: Es I'encarregat de dirigir les funcions de la cél-lula.
Dins el nucli hi trobem la cromatina, una massa granulosa formada

principalment per proteines i DNA. Es troba dispersa pel nucli durant el
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temps que la cel-lula no es troba en fase de replicacié. Quan la cel-lula inicia
la seva replicacio la cromatina es va enrotllant i apareixen els cromosomes,

unes estructures cabdals en la transmissié de la informacié genetica.

-El nucleoplasma: Es un liquid incolor contingut dins la membrana nuclear. Esta
format per aigua i nombroses biomolécules dissoltes. En el nucleoplasma es troben
la cromatina, els cromosomes en el moment de la replicacid i un organul anomenat

nucléol.

-Els organuls cel-lulars: Sén estructures que s’encarreguen de dur a terme
determinades funcions cel-lulars.
‘Nucleol: Sintetitza el material que més endavant formara part dels
ribosomes.
-Mitocondris: Duen a terme la respiraci6 cel-lular.
‘Ribosomes: S’encarreguen de la sintesi de proteines.
-Reticle endoplasmatic: Té la funci6 d’emmagatzemar i transportar les
proteines que s’han sintetitzat als ribosomes.
-Aparell de Golgi: Acumula les substancies que provenen del reticle
endoplasmatic i s’encarrega de segregar-les a l'exterior de la cel-lula
mitjancant petites vesicules.
‘Vactols: Emmagatzemen substancies de reserva o de rebuig. Intervenen en
la nutrici6 cel-lular i en la regulaci6 de la quantitat d’aigua de la céel-lula.
-Lisosomes: Contenen substancies amb funcié digestiva.
-Centrosoma: Centre organitzador de microtibuls. Juguen un paper
fonamental durant el cicle mitotic. Son necessaris per la segregacié dels

cromosomes entre les dues cél-lules filles.
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Vactuol e Centrosoma
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’ Lisosomes plasmatica

Fig.1 Parts d’una cél-lula de mamifer

El diagrama mostra els diferents components d’una cél-lula de mamifer.
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3. Les cel-lules mare

3.1 Que sén?

Als embrions, en alguns teixits fetals i en teixits adults hi ha unes cel-lules tniques
indiferenciades que tenen I'habilitat de diferenciar-se en altres tipus cel-lulars
propis de les 3 capes germinals!: les cel-lules mare.

Les cel-lules mare sén les principals proveidores de noves cel-lules en teixits
adults, i van donar lloc a tots els organs i teixits presents en el nostre cos durant

I'embriogenesi.

Les cel-lules mare presenten dues propietats que les diferencien de la resta de
cél-lules: a) tenen la capacitat d’autorenovacio, la qual les permet originar copies
d’elles mateixes indefinidament, i b) poden produir noves cél-lules que pertanyin a
qualsevol teixit del cos huma. Aquesta darrera propietat, anomenada
pluripoténcia, fa que siguin capaces de reparar un teixit substituint les cel-lules
danyades per cel-lules sanes. Les cel-lules mare s6n molt importants per la nostra

salut precisament per aquesta darrera funcid.

3.2 Descobriment

El terme “cel-lula mare” es va utilitzar per primera vegada 'any 1868 quan el
bioleg alemany Ernst Haeckel va utilitzar la paraula “stammzelle” per descriure
I'organisme unicel-lular que va actuar com a cel-lula ancestre de tots els éssers vius
en la historia. Nou anys després, el mateix investigador va proposar utilitzar la
mateixa paraula per descriure I'ovul fecundat que es converteix en totes les
cél-lules d’'un organisme. Anys després, altres investigadors feien servir el mot
cel-lula mare en embriologia. En particular, cal citar a Theodor Boveri, perque ja al

voltant de l'any 1900 va descriure la capacitat de les cel-lules mare per auto-

1 Capes germinals: Cadascuna de les tres capes de cél-lules primordials (ectoderma, mesoderma i
endoderma) que es formen en les primeres fases del desenvolupament embrionari. Donen lloc als
teixits i organs.
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renovar-se i diferenciar-se en altres tipus cel-lulars, que son les dues
caracteristiques principals que defineixen les cel-lules mare encara avui en dia.

o _ X

Durant el mateix periode, el terme “cél-lula mare” també es va adoptar en el camp
de la hematopoesi?. E1 1896, Artur Pappenheim va utilitzar el terme “cel-lula mare”

per descriure la cel-lula precursora capag¢ de donar lloc a globuls vermells i blancs.

Malgrat que feia molts anys que es s’utilitzava el terme, no va ser fins la decada del
1960 quan es va poder demostrar l'existéncia de les cel-lules mare. Ernest
McCulloch i James Till van fer uns experiments amb ratolins per mesurar la
sensibilitat a la radiacio de les cel-lules de la medul-la 0ssia. Primer van irradiar els
ratolins amb una dosi de rajos X que els mataria en 30 dies si no rebien un
trasplantament de cel-lules sanes. Després van obtenir medul-la 0ssia sana d’altres
ratolins, la van dividir en porcions, i van exposar cada una a diferent intensitat de
radiacié. La dosi més gran va matar tantes cel-lules sanes que van perdre la
possibilitat de salvar els ratolins, i la dosi més petita va deixar moltes de les
cél-lules intactes. Finalment van injectar les diferents mostres de medul-la sana
irradiades dins els ratolins i van dur a terme l'autopsia dels ratolins 10 dies
després del trasplantament. Van poder observar noduls a la melsa3 dels ratolins
que contenien cel-lules en divisio, algunes de les quals s’estaven diferenciant en els
3 principals tipus de cel-lules de la sang: globuls blancs, globuls vermells i
plaquetes. A més, el nombre de noduls era directament proporcional al nombre de
cél-lules de la medul-la 0ssia que s’havien rebut. Amb aquests experiments els
investigadors van definir dues caracteristiques importants de les cel-lules mare
sanguinies: poden renovar-se a si mateixes i poden produir cel-lules que donen

origen a tots els diferents tipus de cel-lules sanguinies.

Després d’aquest primer estudi, van anar apareixent diferents treballs que
apuntaven a l'existéncia de cel-lules mare en diferents teixits. Per exemple, durant

el mateix any 1960 es va publicar el primer informe d’investigaci6 que indicava

2Hematopoesi: Procés de formaci6 i maduracié de les cél-lules sanguinies presents a la sang a partir
d’una cel-lula mare hematopoetica pluripotencial.

3 Melsa: Es un organ de l'abdomen, la funcié del qual és la destruccié d'eritrocits vells i servir de
reservori de sang.
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que les cel-lules adjacents a lesions cerebrals poden generar noves neurones,
neuroblasts# i cél-lules glials>.

Durant la mateixa epoca, es van comengar a utilitzar trasplantaments de medul-la
ossia per tractar malalties de la sang. En concret, el 1956, Edward Donnall Thomas
va dur a terme el primer trasplantament de medul-la oOssia en pacients
emparentats a Nova York. El pacient va ser tractat amb medul-la ossia del seu
germa besso. Van veure que la infusi6 intravenosa de cel-lules de la medul-la dssia
del donant permetia repoblar la medul-la 0ssia del pacient receptor i produir
noves cel-lules sanguinies. Aquest trasplantament va demostrar que és possible
trasplantar el sistema limfohematopoetic d'una persona a una altra només
transferint un nimero limitat de cel-lules de la medul-la. Aixo va estimular la
investigacio per identificar les cel-lules mare hematopoeétiques i els factors que

controlen el seu creixement i el seu desenvolupament.

Uns anys més tard, després de nombrosos fracassos en trasplantaments entre
pacients no emparentats, el 1973 es va dur a terme el primer trasplantament
exitds de medul-la 0ssia en pacients de diferents families. Un pacient de 5 anys de
Nova York es va tractar amb injeccions de medul-la o0ssia d’'un donant de
Dinamarca. Aquest trasplantament va demostrar la importancia d’'una correcta

selecci6é de donants i receptors.

El 1978 es va descobrir que la sang del cordé umbilical huma contenia cel-lules
mare hematopoetiques (sanguinies). La sang del cordd és facil de recollir i no
comporta cap risc ni per la mare ni pel nadé. Aquesta troballa és rellevant pel fet
que representa una font més de cel-lules mare i, per tant, una possible opcié per

curar certes malalties de la sang.

4 Neuroblasts: Cel-lules en divisi6 que esdevindran neurones.

5Cél-lules glials: Juntament amb les neurones, son els dos tipus diferents de cél-lules que formen el
sistema nervids. Aquestes cél-lules donen suport i proteccié a les neurones, fent de cola d'unié
entre aquestes.
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No va ser fins uns anys més tard que es va comengar a investigar amb cel-lules
mare embrionaries. Concretament 'any 1981 es va aconseguir aillar, per primera
vegada, cel-lules mare embrionaries a partir de la massa cel-lular interna d’un
blastocist® de ratoli i es van cultivar in vitro. El mateix any es va demostrar que les
cél-lules aillades eren capaces de diferenciar-se en cél-lules de les tres capes

germinals, fet que confirmava la seva pluripotencialitat.

Al cap d'uns anys, el 1989, es va desenvolupar el diagnostic geneétic
preimplantacional, un metode en el qual s’extreu, d’'un embri6 fertilitzat in vitro,
una sola cel-lula mare i s’analitzen les alteracions genetiques que puguin donar lloc
a malalties hereditaries.

Al mateix any, Pera et al., deriva una linia clonal de cel-lules humanes embrionals
de carcinoma’ que produeix teixits de les 3 capes germinals. El seu potencial de

diferenciar-se espontaniament in vitro és limitat.

Cinc anys més tard, el 1994, s’observen blastocists humans, creats in vitro, donats
per a la recerca. La massa cel-lular interna és mantinguda en cultiu i es poden
veure trofoblasts® a la periferia i cel-lules semblants a les embrionaries al centre.
Les cel-lules tenen tots els cromosomes i una morfologia semblant a la de la cel-lula
mare, tot i que algunes regions es diferencien en fibroblasts. El problema que
tenien aquestes cel-lules era que no es podien mantenir gaire temps en cultiu i no

s’expandien gaire.

L’any seglient, cientifics de la Universitat de Wisconsin, van derivar les primeres
cél-lules mare embrionaries de primats no humans. Era la primera vegada que

s’obtenien cel-lules mare d'un animal no-rosegador.

El 1997, Dominique Bonnet i John Dick de Canada, descobreixen que la leucemia
prové d’'una subpoblacié de les mateixes ceél-lules mare que creen les cel-lules

sanguinies. Es un dels primers estudis que va demostrar que el cancer pot provenir

6 Blastocist: Es una estructura de 200-300 cél-lules que es genera 5-6 dies després de la fecundacié.
7 Carcinoma: Es una forma de cancer amb origen a les cél-lules de tipus epitelial o glandular.

8 Trofoblasts: Es considerat el primer dels annexos embrionaris. Allibera una hormona que manté
els nivells de progesterona, sostenint aixi la gestacio.
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de les cel-lules mare descontrolades. D’aqui neix el concepte de cél-lules mare

cancerigenes.

Un any després, cientifics de la Universitat de Wisconsin, van aillar i fer créixer les
primeres cel-lules mare d’embrions humans. Els embrions utilitzats havien estat
creats in vitro. Les cel-lules poden ser cultivades durant molt de temps i mantenen
el seu cariotip®? normal i una alta activitat de la telomerasal®. Algunes linies
cel-lulars formen teratomes en ser injectades en ratolins. Aquests teratomes
inclouen cel-lules de les 3 linies germinals, demostrant la pluripotencialitat de les

cel-lules mare embrionaries aillades.

Fa 10 anys, el 2006, Shinya Yamanaka va revolucionar el mén de les cél-lules mare
quan va reprogramar cel-lules adultes per crear les cel-lules iPS. Aquest apartat es

desenvolupara en profunditat més endavant (apartat 4.2).

El 2007, Anthony Atala va descobrir un nou tipus de céel-lula mare aillat del liquid
amniotic. Es va demostrar que les cel-lules provenien del fetus, que eren
pluripotents i que es podien fer créixer al laboratori durant molt de temps.
Aquestes cel-lules representen una possible via alternativa que no produeix la

controversia de les cel-lules mare embrionaries.

El 2012, a partir de les cel-lules mare embrionaries, es va trobar un tractament
efectiu de la ceguesa. Es van fer implants de cel-lules epitelials del pigment retinal

a partir de céel-lules mare embrionaries.

Fa dos anys, Charles Vacanti i Haruko Obokata, van anunciar un revolucionari

descobriment: qualsevol cel-lula pot ser portada a I'estat preembrionari.

9 Cariotip: Es un esquema dels cromosomes d’una cél-lula ordenats d’acord amb la seva morfologia i
mida.

10 Telomerasa: Es un enzim que allarga les puntes dels cromosomes (anomenats telomers). Els
telomers contenen DNA condensat que proporciona estabilitat als cromosomes.

10
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3.3 Tipus de céllules mare

Les cel-lules mare es poden classificar segons la seva potencialitat, és a dir, la seva

capacitat de diferenciaci6 cel-lular:

-Totipotents: Poden donar lloc a tots els tipus de cel-lules del cos sense excepcio,
tenint en compte també els teixits extraembrionaris (placenta i corill). Podrien
desenvolupar un ésser huma sa i complet. Les uniques cel-lules totipotents son les
que es troben en el zigot durant els 2-3 primers dies després de la unié d’'un ovul i

un espermatozoide.

-Pluripotents: Poden originar tots els tipus de cel-lules del cos excepte les
totipotents i les extraembrionaries. Tenen la capacitat de donar lloc a tots els

organs i teixits del cos durant el desenvolupament huma.

-Multipotents: Poden esdevenir unicament alguns tipus cel-lulars similars. Un
exemple son les cel-lules hematopoétiques de la medul-la 0ssia, que poden originar
totes les cel-lules que formen la sang, pero no neurones, cardiomiocits o qualsevol

altre tipus de cel-lula no-sanguinia.

-Oligopotents: Poden originar pocs tipus de cél-lules. Un exemple son les cel-lules

limfoides.

-Unipotents: Només poden donar lloc a un tipus de cel-lula amb capacitat

d’autorenovar-se. Com per exemple les cel-lules de la pell.

11 Cori: Es una de les membranes que existeix durant la gestacié entre el fetus en desenvolupament
ila seva mare.

11
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Fig. 2 Jerarquia de cel-lules mare
En aquest diagrama podem veure els diferents tipus de cél-lules mare que trobem:

totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent i unipotent.

12
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Les cel-lules mare també es poden classificar segons el seu origen:

-Embrionaries: Aquests tipus de cel-lules mare es troben a I'embri6 als 4-5 dies
posteriors a la fecundacid, quan ja ha passat I'etapa de totipotencialitat. Per tant,
son cel-lules pluripotents. Tenen el potencial de transformar-se en qualsevol
cel-lula o teixit del cos. En 'ambit de la recerca, aquestes cel-lules s’obtenen de
fetus avortats o d’embrions donats per les parelles sotmeses a cicles de fecundacié
in vitro, que ja no necessiten utilitzar-los amb finalitat reproductiva. La recerca
amb cel-lules mare embrionaries conté un component étic important. En molts
casos es tracta d’embrions congelats que han de ser, per tant, descongelats i
cultivats abans d’utilitzar-los per a la investigacio. Aixo implica la destruccié d'un
embrid. El que es pot fer és extreure una o dues cel-lules de I'’embri6 mitjancant la
teécnica anomenada biopsia embrionaria (Fig. 3). L’embri6 no es destrueix pero, a

causa de la manipulacid, pot afectar la seva capacitat d’evolucid.

Fig. 3 Extraccié de cél-lules d’'un I'embrio
En aquesta figura observem una petita agulla (a la dreta) que s’insereix dins 'embrié

per extreure’n cel-lules mare embrionaries.

-Cordé umbilical: Es poden aillar de la sang de la placenta i el cord6 umbilical
després del naixement. La sang del cordé umbilical conté cel-lules mare
hematopoetiques, semblants a les que trobem a la medul-la 0ssia, que tenen la
capacitat de generar globuls vermells i cel-lules del sistema immunitari. Les
cél-lules mare de cordé umbilical s6n generalment usades per tractar trastorns en

la sang i en el sistema immunitari, com per exemple, la leucémia o I'anémia.

-Adultes: Les cel-lules mare adultes es troben entre cel-lules diferenciades d'un
teixit especific i normalment sén multipotents. La seva principal funcié és
mantenir i reparar el teixit al qual pertanyen. L’exemple més clar son les cel-lules

mare sanguinies, que poden originar eritrocits, leucocits i plaquetes.
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3.4 Estrateqgies per obtenir céel-lules mare a partir de céel-lules no

pluripotents

Hi ha diferents maneres d’obtenir cel-lules mare al laboratori. S6n estrategies
importants que convé mencionar ja que, com he anat recalcant, les cel-lules mare
tenen unes propietats molt eficaces per ajudar-nos de diverses maneres.

A continuacié s’exposen les maneres d’obtenir cel-lules mare a partir de cel-lules

que no presenten la propietat de la pluripotencia.

-Transferencia nuclear somatica: Consisteix en la substitucié del nucli d’'un ovul
per un de procedent d’'una cel-lula somatica d'un individu adult. La cel-lula creada
es divideix i es forma un blastocist del qual se’n poden extreure cel-lules
pluripotents que posseeixen la dotacié genetica de la cel-lula somatica. Aquest
metode és el que es va utilitzar per crear I'ovella Dolly I'any 1996.

En humans, aquesta técnica esta només acceptada amb finalitats d’investigacio.
S’ha observat que es necessiten un gran nombre de transferencies per arribar a
obtenir una cel-lula somatica pluripotent. Aix0 implica problemes étics ja que

s'utilitzen ovuls humans.

-La fusi6 cel-lular: Es el fenomen bioldgic en qué dues cél-lules fusionen les seves
membranes i donen com a resultat una tnica ceél-lula amb un sol nucli. Per generar
cél-lules mare es fusionen una cel-lula somatica (normalment provinent de pell) i
una cel-lula mare embrionaria. Per tal d’aconseguir la fusié de les membranes, les
cel-lules s’exposen a un agent quimic. La cél-lula hibrida obtinguda és pluripotent i
presenta el nucli reprogramat. El principal inconvenient és que aquestes cel-lules
obtingudes son tetraploides, és a dir, presenten el doble de cromosomes dels que
haurien de tenir. Es cert que es comporten d’una manera molt similar a les cél-lules
mare embrionaries pero la tetraploidia en limita el seu Us. En presentar aquesta
caracteristica, el seu potencial terapeutic és practicament nul, per la qual cosa es

podrien utilitzar per experimentacié biomedica pero no per terapia cel-lular.

-Partenogénesi: Es el procés reproductiu mitjancant el qual s’estimula el

desenvolupament d'un embrié a partir d'un ovul no fecundat per un
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espermatozoide. Quan aquesta técnica es fa servir per investigacid, es destrueix
I'embrié quan aquest ha arribat a la fase de blastocist i s’agafen, de la massa
cel-lular interna, les cel-lules mare embrionaries per tal de cultivar-les al

laboratori.

-Induides pluripotents: Les cél-lules mare induides pluripotents, o cel-lules iPS
(induced pluripotent stem cells) sén un tipus de cel-lules mare que s’obtenen
artificialment al laboratori. Basicament s’obtenen introduint 4 factors de
pluripoténcia dins una cel-lula somatica. Les seves caracteristiques i aplicacions es

descriuen més endavant (apartat 4).

3.5 Aplicacions de les cel-lules mare

S’han descrit diverses aplicacions per les cél-lules mare. Algunes d’elles ja s’estan

utilitzant actualment i d’altres es proposen per al futur:

-Investigacio dels mecanismes basics que donen lloc a malalties. Les cél-lules
mare permeten obtenir models cel-lulars especifics d’'una malaltia. Aixo facilita
'estudi del comportament d’aquestes cel-lules propies de teixits dels que és dificil

obtenir mostres (per exemple del cor).

-Us en terapies cel-lulars. Consisteix en introduir cél-lules generades fora de
I'organisme cap a teixits danyats o alterats amb l'objectiu de curar la malaltia que

presenta el pacient.

-Reparacié de teixits i organs. Les cel-lules mare adultes sén presents en la
majoria dels teixits d'un individu adult i s’encarreguen de la renovacio6 cel-lular i de
la regeneracié del teixit en cas de dany. Aquestes cel-lules es poden cultivar in vitro
indefinidament i es poden utilitzar per la reparacid de teixits danyats. També s’esta

fent recerca en la creaci6 d’organs.

-Medicina personalitzada. Avui en dia és possible generar cel-lules mare a partir
de biopsies de pacients. Es poden estudiar les cel-lules de pacients que tinguin una

mutacié que causi una malaltia en concret o de pacients que tinguin una malaltia
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pero que no s’hi hagi identificat cap mutacié causal. En ambdds casos, els estudis
poden proporcionar informacié clau per trobar la cura o un tractament per la seva

malaltia.

3.6 Tractaments amb céel-lules mare

A l'hora de considerar terapies amb cel-lules mare s’ha de ser molt prudent, ja que
encara es desconeixen molts dels factors implicats en els processos de proliferacid
i diferenciacio de les cel-lules mare adultes.

Fa relativament poc que s’esta experimentant amb les cel-lules mare pero, tot i aixi,
ja es comencen a plantejar alguns tractaments aplicables. Actualment només

n’existeixen 3 que estan validats com a segurs i efectius.

a) Utilitzacio de cel-lules mare en malalties de la sang

Actualment el tractament amb cel-lules mare més utilitzat és el trasplantament de
cél-lules mare de la sang (cel-lules mare hematopoetiques). Aquest trasplantament
s’utilitza per a tractar certs trastorns de la sang i del sistema immunitari o per
reconstruir el sistema sanguini després de tractaments d’algun tipus de cancer

amb quimioterapia o radioterapia.

La medul-la 0ssia és un material esponjds que es troba a 'interior dels ossos i és ric
en cel-lules mare hematopoetiques que quan maduren es converteixen en diferents
tipus de cel-lules de la sang com eritrocits, leucocits i plaquetes.

Quan es produeixen malalties en aquest teixit, on I'inica solucié és el
trasplantament, s’ha de substituir la medul-la afectada per una de funcional.

Hi ha diverses fonts d’on es poden obtenir les cél-lules mare pel trasplantament. La
principal font de cel-lules mare és la medul-la 0ssia. Es poden aillar també del
cordd umbilical i de la sang periférica.

Les cel-lules mare poden ser del propi pacient, que han de ser tractades per
eliminar les cél-lules malignes (trasplantament autoleg o autogénic), o d’'un donant,
el qual pot ser familiar del pacient o no (trasplantament al-logenic).

La primera fase en aquest trasplantament és administrar quimioterapia i/o

radioterapia a altes dosis amb I'objectiu d’eliminar totes les cél-lules de 1a medul-la
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ossia del pacient, incloses les cel-lules no desitjades i malignes. Aquest procés
s’anomena ablacio.

A la segona fase és quan hi entren en joc les cel-lules mare que s'implanten per via
venosa mitjangant un procés similar a una transfusié de sang. Les cel-lules mare
viatjaran pel torrent sanguini cap a la medul-la 0ssia, on s’establiran amb I'objectiu

de regenerar el sistema limfohematopoétic del pacient.

b) Utilitzaci6 de cel-lules mare en malalties de la pell

La pell és la primera barrera de proteccié del nostre organisme. El procés de
regeneracié de la pell pot beneficiar-se de I'is de cel-lules mare per a millorar i
accelerar els processos de cicatritzacid.

Des del 1970, les cel-lules mare de la pell s’utilitzen per fer créixer empelts de pell
per pacients amb cremades severes en extenses parts del cos. Aquest tractament
nomeés esta reservat per pacients molt greus, i només uns pocs centres d’arreu del
mon son capagos de dur-lo a terme. No és una solucid perfecte ja que només es
reemplaca una de les capes de la pell, i la nova pell no té ni porus ni pels.

També s’esta treballant per combatre el cancer de pell amb terapia cel-lular.

c) Utilitzaci6 de cel-lules mare en malalties oculars

El 2015 es va aprovar el sistema Holoclar a Europa. Aquest sistema utilitza

cél-lules mare del limbe corniall? per reparar la cornia danyada ja pugui ser per

accidents de treball, cremades amb acids domestics...

Fig. 4 Localitzacié de les cél-lules limbars

Les cél-lules limbars es localitzen en I'anell que es mostra puntejat a la imatge.

12 Limbe cornial: Zona que envolta la cornia.
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La funcié normal d’aquestes cel-lules limbars és guarir el dany a la capa externa de
la cornia. Quan hi ha una deficiéncia d’aquestes cel-lules mare limbars deguda a un

dany de la cornia es pot aplicar el sistema Holoclar.

La terapia consisteix en agafar una petita porcié del limbe en bon estat, on hi ha les
cél-lules mare limbars, i cultivar-les al laboratori. Aix0 produeix una tela de cornia
que després pot ser trasplantada de nou a l'ull. Amb aquesta tecnica, si no hi ha un
dany profund a la cornia, el pacient pot recuperar la vista. A més, amb la
combinacié de la técnica Holoclar i trasplantaments de cornia es pot acabar

restaurant una cornia normal en casos incurables de cremades als ulls.

A part d’aquests 3 tractaments, s’han realitzat experiments en animals que han
permes descriure altres aplicacions terapeutiques de les cel-lules mare. Tot i aixo,
encara s’han d’avaluar els seus efectes i la seva seguretat mitjancant assajos
clinics® en humans. Per tant, s’ha de tenir en compte que sén tractaments
experimentals, i es recomana que només es consideri la seva aplicacié com a ultim

recurs. A continuacio se’n presenten alguns exemples:

d) Utilitzaci6 de cel-lules mare en malalties neurodegeneratives

Una possible aplicacié de les cel-lules mare és en el tractament de les malalties
neurodegeneratives. En totes aquestes malalties es déna una perdua irreversible
de cel-lules neuronals. Aquesta irreversibilitat és deguda a les minses capacitats
regeneratives del sistema nervids central. Als pacients afectats d’aquestes
malalties se’ls subministren farmacs que endarrereixen el desenvolupament de la
malaltia per0 cada cop és més clar que per combatre-les cal evitar la
neurodegeneracié i/o reemplacar les cel-lules que degeneren per altres de

funcionals.

13 Assaig clinic: Un estudi en el qual s’estudia I'efecte de qualsevol tractament en un grup de
pacients i amb una série de controls.
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S’han descrit tres alternatives incloses dins la medicina regenerativa aplicada a
malalties neurodegeneratives: el trasplantament cel-lular amb cel-lules fetals, el
neuroreemplacament amb cel-lules mare adultes i la terapia genica.

El trasplantament cel-lular amb ceél-lules fetals consisteix en trasplantar cel-lules
neuronals de fetus a les persones afectades. S’han de tenir molt present les
implicacions etiques que representa utilitzar cel-lules fetals i de nounats, malgrat
que provinguin d’avortaments o de defuncions naturals, la qual cosa fa que sigui
molt dificil aplicar aquest tipus de trasplantament de manera rutinaria.

Una altra alternativa és la utilitzaci6 de cel-lules mare neurals multipotents de
cervell adult. Hi ha estudis en models de la malaltia de Parkinson en que s’han
implantat cel-lules mare en hipocamps d’animals adults i han adquirit les
caracteristiques morfologiques i moleculars del teixit hoste. En canvi, si
s'implanten al cerebel no s6n capaces de diferenciar-se en neurones cerebel-loses.
Aquests resultats confirmen la gran plasticitat de les cel-lules mare neurals adultes
pero indiquen que la seva utilitat per al neuro-reemplacament en algunes regions
del cervell és limitada.

La tercera alternativa terapeutica és la terapia genica. Hi ha certes malalties
neurodegeneratives que sdn causades per mutacions genetiques. En aquests casos
es poden trasplantar cel-lules mare neurals que hagin estat modificades
geneticament al laboratori per corregir la mutacié que causa la malaltia. Aquesta
aproximacié presenta diverses avantatges, com per exemple la gran capacitat
proliferativa que presenten aquestes cel-lules in vitro, la seva homogeneitat i la
possibilitat que expressin de manera permanent “gens terapeutics”. En
experiments realitzats en animals de laboratori s’ha observat que aquestes
cel-lules s6n capaces d’integrar-se en els teixits hoste i que es poden diferenciar
tant en cel-lules neurals com glials, tot repoblant la zona malmesa on han estat
trasplantades. Ara falta esbrinar si aquests resultats tan prometedors es poden

reproduir en humans.

e) Utilitzaci6 de cel-lules mare en malalties cerebrovasculars

L’ictus és una malaltia ocasionada per una alteracié de la circulacié de la sang al

cervell. Es pot produir per un bloqueig en el subministrament de la sang cap a
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alguna regio6 del cervell o pel trencament d'un vas sanguini del cervell. Ambdues
situacions fan que les cel-lules neurals morin, ja que no reben l'oxigen ni els
nutrients de la sang. Actualment, s’esta estudiant un nou enfocament en que
s'implanten cel-lules mare on hi ha cel-lules danyades perque facin la funcié
d’ajudar a fer créixer el teixit o les neurones aportant factors neurotrofics!* o

reduir el procés de mort cel-lular.

f) Utilitzacio de cel-lules mare en malalties respiratories

Un dels majors problemes a I'’hora de fer trasplantaments d’organs és el rebuig
immunologic. Hi ha hagut un gran avan¢ en aquest sentit gracies a les cel-lules
mare ja que una manera d’evitar aquest rebuig és utilitzant les cel-lules mare del
mateix pacient sobre l'd0rgan que es trasplanta (trasplantament autoleg o
autogenic).

Aquesta estrategia es va utilitzar per primer cop a 'Hospital Clinic de Barcelona el
2008 en un trasplantament de traquea. La pacient patia tuberculosi. Se li va
practicar una intervencié a la part superior de la traquea, pero no es va poder
reparar el bloqueig del seu pulmo6 esquerre, fet que impedia la circulacié de l'aire
cap al pulmd. Les seves dues uniques opcions eren l'extirpaciéo del pulmé o un
trasplantament de traquea coberta amb cel-lules mare de la propia pacient, i es va
decidir optar per la segona. La traquea del donant va passar per 25 cicles de rentat
per eliminar totes les seves cel-lules, deixant només I'estructura cartilaginosa.
Paral-lelament, es cultivaven les cel-lules de la pacient que havien de cobrir la
traquea. Les cel-lules eren de tipus epitelial i del cartilag, diferenciades a partir de
cél-lules mare procedents de la seva medul-la ossia. La traquea es va repoblar amb
cel-lules de la pacient abans de l'operacio. Es va extreure la part del teixit danyat i
es va substituir per la nova traquea. El cos de la pacient receptora de la traquea la

va identificar com a propia i no hi va haver rebuig immunologic.

14 Factor neurotrofic: Proteina que estimula el desenvolupament, incrementa la supervivencia i
promou la regeneracié neuronal durant el desenvolupament embrionari i després de lesions del
sistema nervios.
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g) Utilitzacio de cel-lules mare en malalties cardiovasculars

Les malalties cardiovasculars han estat la principal causa de mort als Estats Units
des del 1900 i actualment sén la principal causa de mort a Europa. En concret, la
mortalitat per malalties cardiovasculars a Europa és de 4 milions de persones cada
any, el que suposa al voltant d'un 45% a totes les morts. Aix0 representa el doble

que les morts per cancer.

Mortalitat a Europa

Malalties
cardiovasculars
0,
SEH) 45% & Cancer
22% Altres
__

Fig. 5 Grafic sobre la mortalitat a Europa

La insuficiencia cardiaca isquemical® és una d’aquestes malalties cardiovasculars.
Es produeix quan el teixit cardiac no rep I'aport d’oxigen necessari. Aixo pot causar
la mort de les cel-lules musculars cardiaques, els cardiomiocits. Quan la lesié
isquemica és suficient per causar la perdua de quantitats importants de
cardiomiocits, aquesta perdua ve complementada per una série d’esdeveniments
perjudicials: la formacié d'una cicatriu no contractil, I'aprimament de la paret
ventricular, una sobrecarrega del flux i la pressié sanguinia, insuficiencia cardiaca i
fins i tot la mort. Per tant, és essencial restaurar el teixit danyat, ja sigui a través de
la reparacié o la regeneracio.

Encara que el trasplantament de cor també representa una opcié viable per
reemplacar el miocardi danyat, la disponibilitat d’organs i el rebuig immunologic
limiten 1'ds practic d’aquest enfocament. Aquesta dificultat ha portat els
investigadors a explorar l'aplicaci6 de diferents tipus de cel-lules mare

(embrionaries, iPS i adultes) per a la reparaci6 cardiaca.

15 [squemia: Disminuci6 del reg sanguini en una zona determinada.
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Les cel-lules mare embrionaries semblen ser un bon partit per la medicina

regenerativa. Tenen la capacitat de dividir-se indefinidament i de diferenciar-se en
qualsevol tipus de cel-llula. Tot i que no sén capaces de diferenciar-se
espontaniament en cardiomiocits, poden ser dirigides perque s’hi diferenciin i
s’integrin electricament en el muscul cardiac.

En un estudi amb primats es va demostrar que les cel-lules mare embrionaries
poden ajudar a millorar la funcié cardiaca en miocardis danyats. En concret, els
investigadors van induir infarts de miocardi als primats i, seguidament, els van
injectar cardiomiocits derivats de cel-lules mare embrionaries en el muscul danyat.
Al cap d’'unes setmanes, van observar que les cel-lules musculars del cor s’havien
infiltrat al teixit cardiac danyat, havien madurat i s’havien integrat adequadament
sobre les fibres musculars, comengant a bategar juntament amb elles. Al cap d'uns
mesos, les cel-lules mare trasplantades havien regenerat el 40% del teixit cardiac
danyat.

Malauradament, tal com s’ha mencionat anteriorment, les cel-lules mare
embrionaries tenen l'inconvenient que presenten els problemes etics que
comporta extreure aquestes cel-lules dels embrions, radé per la qual no s’han fet
estudis en humans. A més, després del descobriment de les cel-lules iPS, s’ha tendit
a la utilitzaci6 preferent d’aquest darrer tipus de cel-lules, ja que presenten més
avantatges a I'hora d’obtenir cel-lules pacient-especifiques que les cel-lules mare

embrionaries.

Les cel-lules iPS (desenvolupat a I'apartat 4) s6n capaces de diferenciar-se in vitro
en cardiomiocits, cel-lules endotelials i cél-lules musculars. En injectar-les en un
cor de ratoli es diferencien en cel-lules cardiaques.

La utilitzacié de les cel-lules iPS en terapia té dues limitacions principals. El cor
esta format per multiples tipus de cel-lules amb diferents propietats i funcions. Per
tant, depenent de la malaltia o del defecte cardiac, caldra utilitzar un tipus concret
de cel-lules cardiaques. Actualment, s’esta treballant per millorar les tecniques de
diferenciacié en cadascun dels diferents tipus de cel-lules cardiaques al laboratori.
A més, donada la seva propietat de pluripoténcia, les cel-lules iPS so6n
tumorigeniques. Aix0 implica que si es trasplanten cel-lules indiferenciades,

aquestes poden donar lloc a tumors. La solucié al problema va ser diferenciar
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completament les cel-lules iPS in vitro a cardiomiocits abans de trasplantar-les al
cor danyat. En un experiments amb models animals es va demostrar que les
ceél-lules trasplantes eren capaces d’arribar al miocardi i millorar la funcié cardiaca.
Actualment, s’estan buscant estratégies per millorar 'eficiéncia d’aquestes céel-lules
en ser trasplantades. Busquen millorar la seva supervivencia, el seu acoblament
amb les cel-lules cardiaques, i la seva funcionalitat en els teixits.

També s’esta treballant per crear teixits biosintetics a partir dels cardiomiocits

obtinguts de les cel-lules iPS.

Per altra banda, s’han fet estudis amb diferents tipus de cel-lules mare adultes. A

continuacid se’n presenten alguns exemples.

Els mioblasts esqueletics® son un dels primers tipus cel-lulars que es van

considerar per la regeneraci6 cardiaca. Aquestes cel-lules les trobem en
abundancia al nostre cos. Poden proliferar i expandir-se in vitro facilment. A més,
tenen la capacitat de contraure’s i d’aguantar el patiment de la isquémia.

De moment, els resultats experimentals obtinguts amb aquest tipus de cel-lules no
son massa prometedors. Quan s’ha intentat que s’'implantin en el teixit danyat, no
han mostrat millores. També s’ha intentat diferenciar aquestes cel-lules a
cardiomiocits pero tampoc ha donat bons resultats. Les miofibres derivades dels
mioblasts esqueletics també han fallat a 'hora d’integrar-se electromecanicament
en el miocardi.

Aixi, tots els potencials avantatges que tenien aquestes cel-lules no s’han
compensat amb els desavantatges que presenten. Després de tots els estudis es va

decidir descartar aquest tipus de cel-lules per la regeneracio cardiaca.

Les cel-lules mare de la medul-la 0ssia si que han mostrat bons resultats. Es va

publicar un article on es descrivia el cas d'un pacient que havia sofert un infart de
miocardi. Van aillar i cultivar cel-lules de la medul-la 0ssia del pacient i se li van

transferir a la zona danyada del cor amb un catéter. Deu setmanes després de la

16 Mioblasts esqueletics: El mioblast és una cel-lula progenitora que déna lloc a cél-lules musculars.
Concretament, els mioblasts esqueletics els trobem al muscul de I'esquelet.
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transfusio de cél-lules mare, I’area de l'infart es va reduir d’'un 24.6% a un 15.7% i
va millorar la funcié del ventricle esquerre.

S’han publicat diferents articles cientifics utilitzant cel-lules mare de la medul-la
ossia per la regeneracio cardiaca. Alguns descriuen millores en la funcié cardiaca i
altres mostren la falta d’efectes. La comparaci6 de tots els resultats obtinguts va
crear conflictes, ja que es van trobar discrepancies en els dissenys experimentals i
fets matematicament i logicament incompatibles.

Tot i aixi, les cel-lules mare de la medul-la 0ssia s6n una opci6é que segueix vigent
per la millora de la funcié del ventricle esquerre i la disminucié de les cicatrius en

pacients amb les malalties isquémiques de cor.

Els fibroblasts autolegs mostren una altra estrategia per combatre el dany del

miocardi. El tractament consisteix en reemplacar el teixit cicatritzat amb un de
meés elastic, similar al teixit muscular. Les cél-lules sén manipulades per tal que
expressin els factors de transcripcié especifics de les cel-lules musculars
cardiaques. Son inserides al cor i sén capaces d’ocupar una gran porcié d’aquest
teixit cicatritzat.

També s’esta estudiant col-locar un pegat al cor fet de fibroblasts autolegs. Pot

enfortir 'estructura i el sosteniment després de la lesié miocardiaca.

Una altra possible terapia per la reparaci6 cardiaca és I'administracié de cel-lules

mare mesenquimals!’. Tenen el potencial de diferenciar-se en cel-lules del

mesoderma, inclosos els miocits. Malgrat el potencial Us en terapia, a diferencia de
les cel-lules mare embrionaries, aquest tipus de cel-lules no es diferencien
espontaniament a cardiomiocits in vitro, sin6 que és necessari estimular-les
quimicament per tal d’obtenir cardiomiocits. Una caracteristica important
d’aquestes cel-lules és que presenten una baixa resposta immunologica. Aixo
facilita la terapia amb cel-lules que no siguin del propi pacient. S’han fet estudis
amb animals que mostren que I'is d’aquestes cel-lules va lligat a la millora de la

funcio del cor.

17 Cel-lules mare mesenquimals: Sén ceél-lules multipotents que es poden diferenciar en diferents
tipus cel-lulars, incloent osteoblasts, condrdcits, miocits i adipocits.
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Per tltim, tenim les cél-lules mare cardiaques. Tradicionalment, s’havia considerat

que les cel-lules cardiaques estaven terminalment diferenciades i, per tant, no es
podien dividir. Actualment, es coneix que el cor té un reservori de cel-lules mare
cardiaques. Aquestes cel-lules poden proliferar i madurar cap als diferents tipus
cel-lules cardiaques: cardiomiocits ventriculars i auriculars, que formen les parets
musculars del cor; les cel-lules endotelials, que formen I'endocardi, el revestiment
interior dels vasos sanguinis i valvules cardiaques; i les cel-lules musculars llises
entre d’altres.

Les cel-lules mare cardiaques es troben en arees especifiques del cor, com per
exemple, al pericardi i a les auricules. Aquestes cel-lules son bones candidates per
la regeneracié cardiaca ja que tenen la capacitat de diferenciar-se facilment i
exitosament en cel-lules cardiaques.

Les cel-lules de I'epicardi també han mostrat un gran potencial per la regeneracid
cardiaca ja que tenen la capacitat de diferenciar-se en multiples llinatges cardiacs.
A més, a partir d'una biopsia petita s’expandeixen molt rapidament. Diversos
estudis en animals han apuntat que aquesta habilitat d’expandir-se rapidament
permet millorar la funcié cardiaca. També s’han fet assajos clinics en pacients que

havien sofert infarts de miocardi i els resultats van ser prometedors.

El mecanisme pel qual les cel-lules mare promouen la reparacié cardiaca segueix
sent controvertit i és probable que les cel-lules regenerin el miocardi de diverses
maneres. Inicialment, els cientifics creien que les cel-lules mare cardiaques podien
ser cultivades i injectades en el teixit danyat per promoure la seva regeneracio. Es
va proposar que les cel-lules trasplantades es diferenciaven en cel-lules
cardiaques, vasos sanguinis o altres cel-lules danyades. No obstant aix0, aquest
model ha estat reemplacat per la idea que les cel-lules mare trasplantades
alliberen factors de creixement i altres molecules que promouen la formacié de
vasos sanguinis, fomenten la supervivencia cel-lular i/o estimulen les cel-lules

mare cardiaques per reparar el dany.
Un dels principals problemes a I'hora d’utilitzar les cél-lules mare per a reparar

lesions del cor és la bioseguretat, ja que s’han vist casos de taquicardies i aritmies

puntuals en els pacients als quals se’ls havien trasplantat cel-lules mare. L’altre
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problema és aconseguir portar les cél-lules a la destinaci6 desitjada ja que aquestes
rapidament es difonen del cor cap a altres organs. A I'hora d’injectar les cel-lules al
pacient s’ha de tenir en compte el tipus de dany cardiac, el temps que durara la
terapia i I'habilitat de les cel-lules d’arribar al miocardi. Diversos estudis han
mostrat que després de trasplantaments, la incorporacié de les cel-lules al
miocardi no és viable ja que les cel-lules trasplantades no reconeixen I'ambient
nou, no s’integren al cor i tendeixen a desapareixer al cap d'uns dies.

A més, s’ha vist que la dosi optima de cel-lules mare i I'eficacia del tractament
depenen de diversos factors, com I'edat, el genere, el tipus de tractament i altres
condicions. En un futur s’espera poder establir quines sén les condicions optimes

per poder portar a terme tractaments amb cel-lules mare per reparar el cor.
Encara queden molts dubtes per resoldre i molts estudis per anar fent, pero la

medicina aposta per usar les cel-lules mare en nous tractaments, ja que els

cientifics creuen que poden revolucionar la medicina del futur.
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4. Les céel-lules iPS

Es dificil estudiar les caracteristiques basiques i la fisiologia en cél-lules vives
procedents d’alguns organs humans, com per exemple el cor i el cervell. Encara
que és tecnicament possible obtenir biopsies i fer créixer les cel-lules al laboratori,
tant pacients com individus sans rarament accedeixen a donar mostres d’aquests
organs. Una opcid que es va plantejar amb I'aparicio6 de les cel-lules mare va ser la
utilitzacié de les cel-lules mare embrionaries. De fet, ha estat possible generar
cél-lules mare embrionaries especifiques de pacients amb diverses malalties, com
per exemple la malaltia muscular de Duchenne, la malaltia de Huntington o la
hipertrofia cardiaca, entre d’altres.

Aquestes cel-lules son viables pero presenten molts problemes étics al darrere pel
fet d’haver de destruir embrions. Per aquest motiu es van comencgar a buscar altres

enfocaments per poder estudiar aquests teixits.

Investigacions recents han demostrat que és possible convertir cel-lules
diferenciades adultes en cel-lules mare. Aquest procediment, anomenat
reprogramacio, permet obtenir cel-lules mare induides pluripotents (també
anomenades cel-lules iPS, de 'anglés induced pluripotent stem cells) de qualsevol

individu.

4.1 Qué son?

Les cel-lules iPS es produeixen artificialment al laboratori a partir de cel-lules
somatiques!® d'un individu que, en principi, poden ser trasplantades al mateix
individu sense risc de rebuig immunologic. Per generar-les es parteix de cel-lules
somatiques diferenciades, com per exemple fibroblasts dermics, de les quals s’ha
de modificar 'expressio geénica per a assolir la pluripotencialitat caracteristica de
les cel-lules mare. Aix0 s’aconsegueix introduint a la cel-lula gens especifics que
indueixen la pluripotencia. Les cél-lules iPS generades tenen gairebé les mateixes
propietats que les cel-lules mare embrionaries, amb l'avantatge étic que no

provenen d'un embrio.

18 Somatica: Qualsevol de les cel-lules que formen el cos d'un organisme pluricel-lular, excepte els
gametes. Son cel-lules diferenciades.
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Les cel-lules iPS son capaces de diferenciar-se en qualsevol tipus de cel-lula de les 3
capes germinals: ectoderma, mesoderma i endoderma. Aquestes tres capes son

estructures temporals, que donaran lloc a tots els teixits i organs de I'organisme.

Cél-lules -
adultes ’Q—
o <D

Pa— .:. Factors
reprogramadors

i
eQ®

Cel-lules iPS

Cel-lules iPS

Diferenciaci6

Altres tipus
cel-lulars

Cel-lules del Cel-lules de Cel-lules  Cel-lules del Cel-lules
pancrees la sang del muscul SN: neurones del fetge

Fig. 6 Diagrama del procés de diferenciacio

Exemples de tipus de cel-lules que poden generar les cel-lules iPS.
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4.2 Descobriment

La investigaci6 amb cel-lules iPS va comencar el 2006: Shinya Yamanaka i el seu
equip van ser els primers en generar cel-lules iPS mitjancant la reprogramacié de

cel-lules somatiques de pell de ratoli.

Les preguntes més importants que es va plantejar Shinya Yamanaka i de les quals
van sorgir les cel-lules iPS van ser: “Una cel-lula realment ha de restar diferenciada
per sempre més? Es possible reprogramar aquestes cél-lules diferenciades en
cél-lules mare embrionaries al laboratori?”. Es plantejava si les proteines que fan
que les cel-lules mare embrionaries siguin pluripotents podrien reprogramar la
identitat d’'una cel-lula diferenciada. El seu grup de recerca va comencar a
investigar amb una llista de més de 100 proteines identificades com a importants
per les cel-lules mare embrionaries, de les quals no sabien si operaven
col-lectivament o no. Aixo oferia més d’'un milié de possibles variacions. Utilitzant
un programa d’ordinador van ser capacos de distingir els 24 gens amb més
possibilitats de tenir un paper important en la induccié de la pluripotencia.
Després de molts anys de feina, finalment van trobar que 4 d’aquests gens
(anomenats Oct4, Sox2, KlIf4 i cMyc, comunament abreviats com a OSKM i
anomenats factors de Yamanaka) eren essencials per les cél-lules mare
embrionaries. Van agafar aquesta combinaci6 de 4 gens i els van inserir
transitoriament, utilitzant retrovirus, dins d'una cel-lula epitelial de ratoli. En un
procés que encara es desconeix, la cromatina es va comengar a desfer i, mitjancant
un mecanisme de retroalimentacié positiva, les proteines codificades pels 4 gens
essencials introduits exogenament van estimular I'expressié endogena per part de
la cel-lula d’aquests mateixos gens. Les proteines resultants, tipiques de les
cél-lules mare embrionaries, fan que la cel-lula detecti que suposadament esta en
un ambient embrionari. A mesura que es van replicant, aquestes cel-lules es van
assemblant més a les cel-lules mare embrionaries. A partir d’aqui es poden utilitzar

per produir qualsevol cel-lula del cos.

Hi havia també el dubte de si aquests resultats es podrien reproduir en humans. El

mateix grup del Dr. Yamanaka va demostrar que era possible reprogramar cel-lules
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somatiques humanes utilitzant els mateixos 4 factors que havien emprat en els
ratolins. En aquest cas també van utilitzar retrovirus que contenien aquests 4
factors. Les cel-lules obtingudes mostraven similituds amb les cel-lules mare
embrionaries, com per exemple en la seva morfologia i expressio genica. A més, les
cel-lules iPS van créixer exponencialment durant 4 mesos i es va poder observar
que es podien diferenciar en les 3 capes germinals (ectoderma, endoderma i

mesoderma) in vitro.

4.3 Estrategies de reprogramacio

Des del descobriment de les cél-lules iPS, s’han publicat diversos meétodes de
reprogramacio de cel-lules somatiques. Actualment s’estan estudiant per trobar el

meés eficag. A continuacio, es presenten els metodes més utilitzats.

4.3.1 Reprogramacid somatica mitjangant factors de transcripcio
coneguts

El metode descobert per Yamanaka, que ja s’ha explicat anteriorment, es considera
la tecnica tradicional (Gold Standard) de reprogramacio. Consisteix en afegir
quatre gens especifics (Oct4, Sox2, KIf4 i cMyc) a les cel-lules, que fan que la cel-lula
indueixi la pluripoteéncia.

Malgrat el gran exit que van suposar aquests experiments, es va observar que quan
injectaven les cel-lules iPS obtingudes en ratolins, alguns desenvolupaven tumors.
Aquest fet podia ser donat per la expressié de Kif4 i cMyc. El factor KIf4 regula la
proliferacié, la diferenciacié, l'apoptosi 1° i la reprogramacié de cel-lules
somatiques. El factor cMyc té una funcié important relacionada amb la proliferacié
de les cel-lules i el cicle cel-lular. Poc després, els mateixos investigadors van
publicar que era possible de reprogramar les cel-lules sense aquests dos gens i que
si s’injectaven en ratolins, aquests ja no desenvolupaven tumors. Aix0 va
representar un gran aveng¢ per la utilitzacié de les cel-lules iPS per terapia en

humans, ja que es minimitza el risc de desenvolupar cancer.

Posteriorment s’han anat publicant estudis en els que es mostra que és possible

reprogramar diferents tipus de cel-lules somatiques utilitzant diferents

19 Apoptosi: Forma de mort cel-lular programada en els organismes pluricel-lulars.
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combinacions de factors. Per exemple, el grup del Dr. Thomson va demostrar que
era possible reprogramar fibroblasts humans substituint KIf4 i cMyc per Nanog i

Lin28.

Recentment s’ha descobert que determinades molecules petites com I'acid valproic
son capagos de potenciar l'efecte d’alguns dels factors de transcripcié citats
anteriorment. Aquestes molecules poden ser una alternativa a I'administracié dels
factors cMyc i KiIf4. També s’ha descrit que la combinacié d’'una altra molecula
petita que activa els canals de calci a la membrana plasmatica amb els quatre

factors de Yamanaka, permet millorar I'eficiencia de reprogramaci.

Un dels problemes que es troben els investigadors que volen generar cel-lules iPS
és com introduir els factors de pluripotencia dins les cel-lules. Hi ha dues

estrategies principals: utilitzant sistemes virals o sistemes no virals.

4.3.1.1 Sistemes virals

-Retrovirus: Inicialment, la inserci6 dels factors OSKM dins els fibroblasts de
ratolins o d’humans es duia a terme amb retrovirus. Aquests injecten els factors
dins de les cel-lules de manera eficient. Els problemes principals que té la
utilitzacié d’aquest tipus de virus és que només infecten cel-lules en divisié i el
DNA dels factors OSKM s’integra permanentment en diferents llocs aleatoris del
genoma de les cél-lules hoste. Aixo ultim pot causar la interrupcié d’'un o varis

gens, fent que les proteines que en deriven no siguin funcionals.

-Lentivirus: La introduccié dels factors OSKM amb I'ajuda d’aquests virus també
ha resultat util a I'hora d’expressar els factors de reprogramaci6 en cel-lules
somatiques. Els lentivirus presenten l'avantatge que poden infectar cel-lules en
divisié i també les que no ho estan. Pero igual que amb els retrovirus, es dona la

integracio dels factors OSKM al genoma de les cel-lules.
-Adenovirus: Aquest tipus de virus també pot infectar cel-lules en divisid i les que

no ho estan. El principal avantatge de la utilitzaci6 d’adenovirus per la

reprogramacio és que no s’integra cap fragment de DNA en la cel-lula. Tot i aixi,
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I'eficiencia d’infeccié no és tan alta com amb els altres dos tipus de virus, i pot

causar inflamacio i danyar les cel-lules.

-Virus sendai: Un avantatge que presenta aquest tipus de virus és que, a
diferencia dels adenovirus, no necessiten entrar al nucli perqué es doni la
transcripcio dels factors OSKM. Aixo elimina totalment la possibilitat d’integracié
dels factors en el genoma de les céel-lules hoste. A més, I'eficiencia de generacio de

cel-lules iPS és més alta que quan s’utilitzen adenovirus.

En general, el major problema d’utilitzar sistemes virals, tot i la seva eficiencia i
reproductibilitat, és que comporten la producci6 de particules virals potencialment
nocives que expressen oncogens potents com ara cMyc. A més, a I'hora de dur a
terme la reprogramacio cel-lular, s’intenta que el genoma de les cel-lules no quedi
alterat pel procés de reprogramacié. Per exemple, que no quedin restes dels
vectors usats per introduir aquests factors en les cel-lules. Per aixo, tal com s’ha
descrit anteriorment, s’estan comencant a fer servir virus que no s’integren en el
genoma. Un cop realitzada la reprogramacié es poden eliminar els factors de
transcripci6 subministrats quedant el genoma de la cel-lula intacte. De totes
maneres, per tal d’evitar totalment els problemes associats amb la utilitzacio de
virus, es van intentar dissenyar altres sistemes per introduir els factors OSKM dins

les cel-lules.

4.3.1.2 Sistemes no virals

Una manera d’evitar els virus és utilitzant liposomes o electroporacié per
incorporar els factors de transcripcio dins de la cel-lula. Aquests sistemes s6n més
segurs que els sistemes virals i el DNA no s’integra en el genoma de les cel-lules

hoste.

L’electroporacié és un procediment on s’augmenta la conductivitat electrica i la
permeabilitat de la membrana plasmatica cel-lular aplicant externament un camp
electric. Si la for¢a i la durada del camp eléctric son els adequats, es generen porus

a la membrana que permeten que substancies extracel-lulars puguin entrar dins la
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cél-lula. Si hi ha una exposicié excessiva es pot causar la mort cel-lular. Quan
desapareix el camp eléctric, es tanquen els porus.
Aquest procediment s’utilitza en recerca per introduir diferents substancies dins

les cel-lules, com per exemple, plasmidis.

Els liposomes sén unes vesicules molt petites compostes per una bicapa lipidica de
fosfolipids i colesterol. La seva mida i caracteristiques fan que aquestes estructures
puguin circular, penetrar i difondre’s en els teixits amb una gran facilitat, alliberant
els factors transportats de manera controlada i efica¢. Son utilitzats en recerca per
introduir DNA o plasmidis dins les cél-lules. Aixd és possible gracies a que la
composicié de la bicapa lipidica del liposoma es pot fusionar amb altres bicapes
com la membrana cel-lular, transferint aixi el contingut del liposoma (per exemple

DNA o plasmidis) dins la cel-lula.

Aquestes tecniques es poden utilitzar per introduir dins les cel-lules els factors

OSKM en diferents formats:

-DNA lineal: Consisteix en introduir les seqiiencies de DNA corresponents als 4

factors en format lineal.

-Plasmidis o vector: Es un DNA extracromosomic que es pot replicar en una
cél-lula, independent dels cromosomes. Es poden introduir tots 4 factors en un
mateix vector o en vectors separats. A mida que les cél-lules es van dividint, els
vectors (que no es multipliquen, a diferencia del DNA de la cel-lula) es van perdent.
Després de varies divisions s’aconsegueixen tenir cel-lules sense cap rastre de

plasmidis.

-RNA: També es poden inserir els factors OSKM en forma d’RNA sintetic modificat
in vitro. Aquesta modificacié serveix perque 'RNA introduit per reprogramar les
cel-lules escapi els sistemes de defensa que té la cel-lula contra I'RNA procedent
d’infeccions viriques. L’eficiencia de reprogramacié és molt més alta que amb
altres metodes no-integratius, pero cal realitzar transfeccions repetides per

aconseguir la reprogramacio.
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Aquest metode pot representar un risc oncogenic degut a I'alta expressio de cMyc.

-Proteines: Les proteines derivades dels factors OSKM es fusionen a uns péptids
que permeten la seva introduccio a les cel-lules in vitro o in vivo. Cal subministrar
les proteines de manera seriada. El principal desavantatge d’aquest metode és que
és lent i ineficient. A més, les proteines utilitzades son dificils d’obtenir i purificar
en grans quantitats, fet que fa que la seva utilitzaci6 de manera rutinaria al

laboratori sigui molt dificil.

4.3.2 Reprogramacié mitjangant molecules petites (CiPS)

Les molecules petites sén compostos bioactius que poden modular les vies
cel-lulars especifiques implicades en la senyalitzaci6 cel-lular i en els canvis
transcripcionals, metabolics i epigenetics. Tots aquests processos son modulats
durant la reprogramacié cel-lular. L’objectiu principal de la reprogramacid
mitjancant CiPS és afectar I'expressié endogena dels gens necessaris per la
reprogramacio cel-lular sense introduir els factors OSKM. Les cel-lules generades
amb aquest metode de reprogramacié s’anomenen cel-lules CiPS (de I'angles
chemically induced pluripotent stem cells).

El grup del Dr. Melton va reportar que utilitzant 'acid valproic, una molecula
petita, es poden eliminar dos factors oncogenics: cMyc i KIf4. A més van veure que
I'eficiencia de reprogramacié augmentava considerablement.

Posteriorment, diversos grups van identificar combinacions de molecules petites
especifiques que permetien la reprogramacié de cel-lules embrionaries i
fibroblasts adults de ratolins en combinaci6 amb un unic factor de transcripci,
Oct4. Aquests experiments van demostrar que no cal introduir els factors OSKM
externament a les cel-lules, sind que és possible reprogramar les cel-lules
somatiques per generar cel-lules mare pluripotents modulant I'expressié endogena
dels factors exclusivament amb molécules petites.

Es creu que en un futur es podran reprogramar cel-lules humanes utilitzant

molecules petites.
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4.3.3 Tipus de cel-lules reprogramables

Potencialment, qualsevol cel-lula somatica es pot utilitzar per la reprogramacio,

pero les més comunes son les que es presenten a continuacio.

Primer de tot tenim els fibroblasts, son facils d’aconseguir (mitjan¢ant una biopsia
dérmica) i de mantenir. S6n molt viables i estables fins a 5-10 passatges, ja que en
els passatges, l'eficiencia de reprogramacié disminueix i el risc d’alteracions
genomiques augmenta. Els fibroblasts son una manera quasi assegurada d’obtenir
cél-lules iPS, tot i tenir una baixa eficiéncia de reprogramaci6. Aquest procés
necessita de 3 a 5 setmanes.

També es poden utilitzar les cél-lules de la sang que trobem al cord6 umbilical o a

la sang periferica, tot i que necessiten un procés previ de purificacié. No s6n
estables en cultiu després de molts passatges i la seva eficiencia de reprogramacid
és baixa. Un avantatge és que aquestes cel-lules no son gaire madures i, per tant,
desenvolupen menys mutacions mitocondrials a I'hora de fer créixer i conservar

les cel-lules. A més, es poden obtenir mitjangant processos no invasius.

Finalment, també s’utilitzen els queratindcits. El principal avantatge és que es
troben simplement en un cabell. S6n molt manejables pero necessiten un medi de
cultiu especial i només son estables durant 5 passatges. La seva eficiéncia en la
reprogramacio és més alta que els fibroblasts i el procés també dura menys (2-3

setmanes).

Actualment, malgrat els avantatges que presenten els queratinocits, el tipus
cel-lular més utilitzat per la reprogramacio sén els fibroblasts. El seu manteniment
és barat i facil, es poden reprogramar utilitzant diferents metodes i quasi sempre

s’obtenen cel-lules iPS.
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4.3.4 Reprogramacio a l'interior d’un ésser viu

Un equip del Centre Nacional d'Investigacions Oncologiques va
aconseguir reprogramar a l'interior d’un ésser viu, en aquest cas
un ratoli, cel-lules adultes per convertir-les en cel-lules mare més
plastiques que les embrionaries.

Van desenvolupar ratolins transgenics?? que en una part del seu
DNA tenien inserits els quatre factors de Yamanaka. A més,
aquesta zona del genoma es podia activar o silenciar en
presencia o abséncia d'un determinat antibiotic (anomenat
doxiciclina). Quan aquests factors portaven una setmana activats
en presencia de l'antibiotic es van poder comencar a veure els
primers senyals de reprogramacié. Per exemple, algunes
cél-lules de I'intesti comencaven a mostrar proteines propies de
les cél-lules mare embrionaries. Al cap de dos mesos, els animals
van desenvolupar teratomes?! i tumors constituits per diversos
tipus de teixits. Aix0 mostra la capacitat pluripotent de les
cel-lules.

La reprogramacié va anar un pas més enlla perque es van formar
estructures pseudo-embrionaries, que presenten les tres capes
propies dels embrions (ectoderma, mesoderma i endoderma),
estructures que formen part de la placenta i senyals de formacid
de cél-lules sanguinies.

Aix0 ens diu que aquestes cel-lules mare s6n molt més versatils
que les cel-lules iPS in vitro de Yamanaka ja que mai van
aconseguir generar teixits que sustenten el desenvolupament

d’'un nou embrid, com la placenta.

Tot i aixi, s’ha de confirmar la naturalesa totipotent d’aquestes

cel-lules desenvolupades dins el ratoli.

raton los 4 ®

factores de )
Yamanaka (Oct 3/4;
Sox2; kif4; c-MycSe)

1* semana con antibiotico

Varias semanas

Las celulas
reprogramadas
empiezan a

formar masas
llamadas teratomas

Alos dos meses

Ademas de los teratomas,

se producen estructuras

extraembrionarias, como
partes de la placenta

Las células reprogramas "in vivo' son
mas plasticas y pluripotentes que las
células embrionarias y las iPS
obtenidas ‘in vitro'.

Fig. 7 Esquema que
mostra la reprogramacio
a l'interior d’un ratoli

20 Transgénic: Esser viu al qual se li han afegit de manera artificial gens que no sén els propis

mitjancant técniques de biotecnologia i enginyeria genetica.
21 Teratoma: Tipus de tumor que pot contenir diversos tipus de teixit.

36



El cor en una placa

4.4 Utilitzacio de les céel‘lules iPS com a model de malaltia

Totes les cel-lules del cos contenen els mateixos gens codificats en el seu DNA. Si
tenim una malaltia en concret causada per un defecte genétic, ho veurem reflectit a
cadascuna de les nostres cel-lules. Cadascuna porta la mutacié que causa la
malaltia al seu genoma. Malgrat aix0, cada tipus cel-lular expressa uns certs gens
que li sén rellevants per la seva funcio. Per exemple, en una cel-lula epitelial només
els gens que fabriquen proteines de la pell sén funcionals. Aquests gens sempre
estan en la part descondensada de la cromatina. Tots els altres gens que no

s’expressen els trobem a la part condensada de la cromatina.

Un dels avantatges de les cel-lules iPS és que les podem crear a partir de les
cél-lules de qualsevol pacient. Aix0 ens permet obtenir cel-lules iPS amb els
mateixos defectes genetics del pacient que posteriorment podem diferenciar en
altres cel-lules de qualsevol teixit. Amb aquestes cel-lules es pot estudiar la
malaltia i trobar la possible cura. Shan modelat diverses malalties: Parkinson,

Alzheimer, anémia, Huntington...

En el camp de la cardiologia, les malalties més modelades mitjancant cel-lules iPS
son els trastorns aritmics, que son aquells que afecten les propietats electriques
del cor.

Un dels trastorns aritmics més estudiats és la Sindrome de QT llarg, que es
caracteritza per l'allargament d'un interval concret de lelectrocardiograma
anomenat QT. Es una de les malalties que causa mort sobtada cardiaca.

Un dels gens associat a la Sindrome de QT llarg és el KCNQ1, que codifica per un
canal de potassi. S’han descrit algunes mutacions en aquest gen que causen
I'alteracio de la funci6 i/o 'estructura normal d’aquests canals.

Un grup de cientifics van crear un model d’iPS d'un pacient diagnosticat amb la
Sindrome de QT llarg que tenia una mutaci6 en aquest gen. Van observar que els
cardiomiocits derivats de les cel-lules iPS del pacient, comparades amb
cardiomiocits control, mostraven un defecte en els canals de potassi. Aquesta
alteracié podria afectar les propietats electriques del cor i, per tant, causar la

malaltia del pacient.
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4.5 Avantatges i inconvenients de les cél-lules iPS

Les cel-lules iPS es poden diferenciar en qualsevol tipus de cel-lula, aixo significa
que podem obtenir cel-lules diferenciades del teixit d'interes en grans quantitats, i
utilitzar-les per investigacio i per terapia. Aixo pot tenir una possible aplicacié per
identificar els diferents comportaments i causes d’'una malaltia i estudiar noves
possibles cures.

A nivell general, el major avantatge de les cél-lules iPS és que utilitzar-les no
comporta els problemes étics derivats de la utilitzacié d’embrions humans.

A nivell de recerca, les cel-lules iPS representen un model cel-lular adequat per
coneixer millor la fisiopatologia de les malalties, ja que permeten la generacié de
tipus cel-lulars que sén dificils (o impossibles) d’obtenir. També tenen el potencial
de ser utilitzades per assajar els efectes de nous medicaments: en lloc de provar els
seus efectes sobre animals, ho podem investigar utilitzant aquestes cel-lules.

A nivell terapeutic, donat que es poden generar cel-lules iPS propies d’un pacient,
si les re-incorporéssim al seu cos, aquest no les rebutjaria. A més, aquestes
cél-lules permeten el desenvolupament de tractaments especialitzats per a cada
pacient. Un altre punt a favor és que és possible corregir els defectes genetics del
DNA de l'individu que poguessin donar lloc a malaltia i, per tant, les cel-lules
especialitzades obtingudes a partir de les cel-lules iPS corregides ja no tindrien el

defecte.
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Factors de
Biopsia reprogramacio

o »D
Cel'lules adultes Cel‘lules iPS
% ' ; (ex. fibroblasts)

Diferenciaci6 S@/’

Defectes genetics

corregits
Estudiar malaltia Investigar nous
i possibles cures medicaments
: Cel-lules
fasfe ni
——— sanes
di Diferenciacio,
Medicaments teixit d’'interes
especialitzats
Trasplantament

Fig. 8 Avantatges de les cel-lules iPS
En aquest diagrama es mostren els 4 avantatges basics de les cél-lules iPS: Estudiar la
malaltia i les possibles cures, corregir els defectes genetics, investigar nous

medicaments i trasplantar-les de nou al pacient.

Un dels inconvenients és que l'eficiencia del procés de reprogramacié és forga
baixa. A més, és un procés forca lent i no sempre funciona en tots els tipus de
cel-lules.

Hi ha algunes malalties en les quals hi actuen factors ambientals, nutricionals i

hormonals. Les céel-lules iPS no tenen la capacitat de reflectir aquests factors ja que

39



El cor en una placa

només reprodueixen els aspectes genetics de la malaltia. Una possible solucié és
exposar les cel-lules iPS a aquests factors ambientals.

Un altre inconvenient és que en algunes malalties les cel-lules han d’estar madures
perque s’evidenciin els simptomes. S’esta treballant per introduir noves millores
dels protocols de diferenciacié i maduracid.

Tal com s’ha explicat anteriorment, s’utilitzen retrovirus o lentivirus per
sobreexpressar de manera eficient els factors de reprogramacio en els diferents
tipus cel-lulars. Aquests virus s’integren de manera permanent en el genoma de les
cél-lules que volem reprogramar i promouen I'aparici6 de mutacions. Aixo fa que
les cél-lules no siguin segures per terapia. Es per aixd que actualment es tendeixen
a utilitzar metodes alternatius, com per exemple, 'electroporaci6. Aixo minimitza
el risc d’integraci6 dels factors al genoma de les cél-lules, perdo també fa que la
reprogramacio sigui molt menys eficient.

Un dels greus problemes que presenten aquestes cel-lules esta en el propi conjunt
de gens que s’utilitzen per la inducci6 de la pluripotencia. Alguns d’aquests gens
estan associats amb el desenvolupament de multiples tumors. Un exemple és la
sobreexpressié de KiIf4 que causa tumors de mama, i I'expressié inadequada de
cMyc, que s’observa en el 70% dels cancers humans. Es per aixd que s’han buscat
alternatives per tal de no fer servir aquests factors. Alguns grups de cientifics van
aconseguir reprogramar cel-lules somatiques fent servir diferents combinacions de
gens que incloien: Oct4, Sox2, Nanog i LinZ28A. Actualment també s’esta treballant
per reprogramar cel-lules somatiques només amb molecules petites.

Un altre inconvenient és que a vegades la reprogramacio és incompleta. Aixo pot
causar que les cel-lules iPS es comportin de manera diferent a les céel-lules mare
embrionaries i, per exemple, no siguin capaces de diferenciar-se en cel-lules de les

3 linies germinals.
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5. El cor

El cor és el principal motor del nostre cos. Es un muscul situat entre els pulmons
encarregat d'impulsar la sang per tot el sistema circulatori gracies als seus
moviments de contraccid (sistole) i dilataci6 (diastole). El cor bomba la sang
interrompudament unes 70 vegades per minut en repos, pero pot arribar a
bombar a una freqiiéncia molt més alta, per exemple, durant la practica d’exercici o
emocions fortes, que pot arribar fins als 200 batecs per minut en els joves.

El cor té 4 cavitats: les dues superiors s’Tanomenen auricules i les dues inferiors
ventricles. Tenim dues valvules auriculo-ventriculars: la valvula tricispide, situada
entre l'auricula i el ventricle esquerre i la valvula mitral, entre I'auricula i el
ventricle dret. Hi ha dues valvules que permeten la sortida de la sang del cor i
eviten que torni enrere. Aquestes valvules son la aortica (en el ventricle esquerre) i
la pulmonar (en el ventricle dret). Les quatre valvules permeten que la sang tingui
sempre una Unica direccid, evitant que aquesta vagi enrere.

El cor esta connectat a conductes anomenats venes, arteries i capil-lars. A través de
les venes arriba la sang al cor. Aixi a 'auricula dreta arriben la vena cava superior i
inferior, que porta la sang de tot el cos (a excepcié dels pulmons). A l'auricula
esquerre hi arriba la sang dels pulmons, a través de les venes pulmonars. Les
arteries son el conducte de sortida del cor, son vasos més valents i elastics que les
venes, atés que necessiten aguantar la pressio de I'impuls de la sang, quan el cor ha
bategat. Finalment, els vasos més petits s’anomenen capil-lars, i s’encarreguen de

fer 'intercanvi d’oxigen i productes de desfet en les cel-lules de tot el cos.
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Vena cava
superior

mitral

Valvula
aortica

pulmonar

Valvula...
Tricuspide

Vena cava inferior

Fig. 9 Estructura del cor

Al cos hi ha dos circuits diferents, perdo que estan connectats: el pulmonar i el
general.

-Circuit pulmonar: La sang va del cor als pulmons i dels pulmons al cor. Als
pulmons hi ha 'oxigenacié de la sang, la qual expulsa dioxid de carboni i absorbeix
oxigen.

-Circuit general: La sang va del cor cap a les diferents parts del cos i torna de nou
al cor. La sang proporciona substancies nutritives i oxigen a les cel-lules. Les
cel-lules transformen aquestes substancies en energia i generen substancies

residuals i dioxid de carboni que aboquen a la sang.

El cor té diverses capes:
-Pericardi: Es una membrana que envolta i separa el cor de les estructures veines.
-Epicardi: Descriu la capa externa de teixit del cor. Funciona com a capa

protectora.
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-Miocardi: Es el teixit muscular del cor. Es I'encarregat de bombar la sang pel
sistema circulatori a través de les contraccions. El muscul cardiac generalment
funciona involuntaria i ritmicament, gracies a l'estimulacié6 nerviosa del seu
sistema electric.

-Endocardi: Es la capa interna del cor. Forma el revestiment intern de les

auricules i els ventricles.

5.1 El sistema electric del cor

El cor s’estimula de forma coordinada per a que es contragui de forma efectiva.
L’'impuls electric es genera en el node sinusal, situat a 'auricula dreta. Aquesta
activacio eléctrica causa la contraccié auricular, per a que la sang entri als
ventricles a través de les valvules auriculo-ventriculars. L'impuls es desplaca al
node auriculo-ventricular, on el corrent electric s’atura per uns mili-segons per
esperar que la contracci6 auricular acabi d’omplir els ventricles. Un cop aquests
s’han omplert del tot, s’allibera I'impuls electric del node auriculo-ventricular per
estimular els ventricles. L'estimulacié eléctrica dels ventricles activa la contraccid
ventricular, per tal que la sang surti del cor a través de les valvules aortica i
pulmonar per a que arribi a tot el cos, i als pulmons respectivament. Aquest procés,
anomenat cicle cardiac, o activacid eléctrico-mecanica es repeteix constantment,
generant el batec cardiac.

Qualsevol alteracié en el sistema electric del cor, dona lloc a aritmies ja sigui per
alentiment del cor (bradicardia) o per que el cor va més rapid del compte, causant

taquicardia.

5.2 Cardiomiocits

Els cardiomiocits son les cel-lules més energiques del nostre organisme. Formen
part del miocardi i sén les encarregades del moviment contractil. Tenen la
capacitat de contraure’s individualment en resposta a I'estimul electric generat al
node sinusal. Per aquesta rao, les fibres de les cel-lules han de ser molt flexibles
per poder fer el moviment de contraccié i dilatacié. Aquestes cel-lules son

imprescindibles en el batec del cor.
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Els cardiomiocits tenen 4 tipus principals de proteines:

-Sarcomeriques: Son les encarregades de generar la contraccié muscular. Alguns
exemples son 'actina, la miosina i les troponines.

-Citoesqueletiques: Soén les encarregades de mantenir l'estructura dels
cardiomiocits. Alguns exemples sdn la distrofina i la desmina.

-Desmosomals: Son les principals encarregades de les unions entre cardiomiocits.
Alguns exemples sén la placofilina, la desmoplaquina i la desmocolina.

-Canals ionics: Generen I'activitat electrica. Alguns exemples sén els canals de sodi

o potassi, I'intercanviador sodi-calci o la bomba sodi-potassi.

Canals ionics
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Fig. 10 Estructura dels cardiomiocits
Diagrama on es marquen els quatre tipus principals de proteines dels

cardiomiocits.
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Part practica

La part practica d’aquest treball I'he dut a terme al Centre de Genetica
Cardiovascular. Primer explicaré en general les caracteristiques de la sala de
cultius i després em centraré en el que hem treballat al laboratori. Finalment

explicaré la utilitzaci6 d’aquests cardiomiocits que obtenim.

6. Caracteristiques importants de la sala de cultius

La major part de les practiques han estat fetes a la sala de cultius, que ha d’estar
dedicada exclusivament a aixo.

Es important sempre portar bata i guants quan estem a la sala de cultius.

Es important tancar tots els pots amb parafilm quan surtin de la campana perqueé
no s’obrin sense voler i es contaminin. També és important que els cultius estiguin
sempre tapats quan surtin de la campana perqué sindé es contaminarien de

qualsevol microorganisme de 'ambient i podrien afectar el cultiu.

A la sala de cultius hi trobem:

1. La campana: La seva funcid és proporcionar un espai lliure de particules,
especialment de possibles contaminants que puguin infectar el cultiu. Per
mantenir-ho tot esteril hi ha un ventilador que forca el pas d’aire a través
d’un filtre HEPA i proporciona aire net lliure de particules a tota la zona de
treball. Es molt important que tot el que hi posem a dins també sigui esteril,
per aixo ho mullem amb etanol al 70%. Abans i després de cada us, la
superficie de treball s’ha de netejar amb etanol i encendre la llum
ultraviolada per acabar d’eliminar qualsevol particula que s’hi hagi quedat.

2. Incubadora: Es on es guarden els cultius. Esta a 37 2C i 5% de CO2. Aquestes
condicions son optimes pel creixement de les cel-lules. La temperatura i el
CO2 sO6n importants perque s’ha de mantenir un medi de creixement estable

per les cel-lules.
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3. Microscopi: Es un instrument optic constituit per dos sistemes de lents,
I'ocular i l'objectiu, que permeten augmentar extraordinariament la
magnitud de la mostra a observar, fent visible allo que no es veu a ull nu.

4. Centrifuga: Es una maquina que utilitza la for¢a centrifuga de la rotacié per
separar els diferents components d’'una mostra en funci6 de la seva
densitat. A I'hora de fer-la servir sempre s’ha d’equilibrar el pes perque sin6
la centrifuga tremola molt i pot comportar que s’espatlli I'aparell.

5. Escombraries: Es important tenir dos contenidors d’escombraries separats:
un per les deixalles comunes, com per exemple els embolcalls de les pipetes
i un altre per tot l'instrumental que ha tocat les cel-lules. Els residus

biologics els venen a buscar una vegada a la setmana i s’incineren.
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7. Obtencio de cardiomiocits pacient-especifics

L’objectiu principal de la part practica consisteix en obtenir cardiomiocits a partir
de fibroblasts dérmics. Per poder obtenir aquests cardiomidcits s’han de passar

diverses fases que explico a continuacio pas a pas.

7.1 Obtencio de la mostra de pell

Objectiu: Obtenir la mostra de pell d’'un pacient, d’'on extraurem els fibroblasts
que son el nostre punt de partida.

Aquesta part no la vaig poder visualitzar perque la mostra va arribar directament
al laboratori. De totes maneres, se‘'m va explicar el protocol, que detallo a

continuacié.

Materials:

-Guants

-Perforadora de 4 mm
-Gasses

-Pinces

-Tub de recol-leccié6 amb medi per fibroblasts

Productes:
-Alcohol per desinfectar

-Anestesia local

Procediment:
1- Seleccionar I'area per fer la biopsia.
2- Netejar I'area amb alcohol.
3- Aplicar I'anesteésia.
4- Amb la perforadora, rotar sobre la pell fins a perforar la dermis.
5- Retirar la perforadora i eixugar I'excés de sang amb una gassa.
6- Extreure la mostra estirant-la cuidadosament amb unes pinces.

7- Eliminar la part subcutania (grassa).
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8- Transferir la mostra al tub de recol-leccio, que té medi de cultiu per

fibroblasts.

Ens interessa la part de la dermis, és d’on
aillem els fibroblasts.

A l'esquerra podem veure com es perfora la
dermis amb una perforadora. A la dreta
s’observa un esquema de la mostra i les tres

capes corresponents de la pell.

7.2 Aillament dels fibroblasts

Objectiu: Aillar fibroblasts de la dermis de la mostra de pell.

Materials:

-Biopsia de pell en medi de cultiu per fibroblasts
-Cobreobjectes

-Placa de cultiu cel-lular de 6 pous

-Placa de Petri

-2 bisturis i 2 forceps

-Pipeta de 5 ml i pipetejador

Productes:

-Medi de cultiu dels fibroblasts: Conté tots els components necessaris pel
creixement dels fibroblasts, incloent aminoacids, vitamines i sals inorganiques. A
meés conté, antibacterians i antifungicides. Aquests dos ultims components
serveixen per eliminar tots els bacteris i fongs provinents de la mostra de pell.
També conté serum fetal bovi (FBS), que és necessari per al cultiu d’aquestes

cel-lules in vitro. Té un nivell molt baix d’anticossos i conté factors de creixement.
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Procediment:

1-

Abocar la biodpsia a la tapa de la placa de petri junt amb el seu medi. Es
important mantenir el teixit humit perque les cel-lules no es morin.

Amb l'ajuda dels bisturis, trossejar la biopsia fins a obtenir de 12 a 15
trossets.

Distribuir els trossets en 3 dels pous de la placa de 6 pous, col-locant-los al
centre de cada pou.

Col-locar un cobreobjectes a cada pou vigilant que tots els trossets es
mantinguin a sota.

Afegir medi de cultiu a cada pou mentre s’aguanta el cobreobjectes amb les
pinces. Cal que el cobreobjectes faci suficient pressié perque el teixit no
floti. Si no s’enganxa a la placa, sera impossible que creixin els fibroblasts.
Deixar reposar a I'incubador durant una setmana.

Al cap d’'una setmana, anar canviant el medi dos vegades a la setmana.

A B

A la figura A veiem els trossets de pell trossejats amb els bisturis.

A la figura B ja tenim el cultiu ja preparat per col-locar a l'incubador.

Resultats:

Set dies després d’haver realitzat el procediment, tal com es veu al panell A de la

seglient figura, es poden comencar a observar fibroblasts. L’'ombra fosca que es

veu a la part inferior esquerra és el teixit.

Ala figura B veiem el teixit i els fibroblasts que es van expandint.
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A la figura C s’hi pot veure el teixit, unes formes arrodonides que son greix i els
fibroblasts.

La darrera imatge d’aquest apartat mostra el pou omplert de fibroblasts. La linia
del mig de la imatge és el cobreobjectes. Quan el fibroblasts arriben a aquest limit
podem veure el canvi de direccié. Els fibroblasts creixen per sobre i per sota del
cobreobjectes. Es important anar observant el cultiu sovint i vigilar que no es

quedin sense espai per créixer.

C: Fibroblasts, dia 9 (Escala: 400 um) D: Fibroblasts, dia 12 (Escala: 1000 um)
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7.2.1 Passatge dels fibroblasts obtinguts de la mostra de pell

Objectiu: Passar les cel-lules a un altre recipient més gran perquée puguin créixer i

expandir-se. En el nostre cas ho passarem a un flasco.

Placa Flasco

Materials:

-Pipetes d’aspiracio, pipetes i pipetejador
-Rascador de cel-lules

-Tub de 15 ml

-Flascé

-Centrifuga

Productes:
-PBS: L’utilitzem per netejar les restes de medi de cada pou ja que sin6 el serum
que conté el medi inhibeix el TripLE select i no es desenganxarien les cel-lules de la
placa de cultiu.
-TripLE select: Utilitzat per desenganxar les cel-lules de la placa de cultiu. Conté
dos components que no son sals:
-EDTA: Quela?? els ions de calci i magnesi que les proteines d’adhesié
necessiten per al manteniment de la conformacié estructural.
-Proteasa: Enzim que talla les seqiiencies polipeptidiques mitjancant la

hidrolisi dels enllacos peptidics.

22 Quelar: Unir-se als ions metal-lics.
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Ambdoés components contribueixen a que les cel-lules es desenganxin de la
superficie de cultiu, i que també perdin les unions cel-lula-cel-lula.

-Medi de cultiu dels fibroblasts.

Procediment:

1- Aspirar el medi de cada pou.

2- Afegir PBS a cada un dels 6 pous.

3- Transferir els cobreobjectes dels 3 pous amb els trossets de pell i els
fibroblasts als 3 pous restants. Tenir cura que les cel-lules que han crescut
enganxades al cobreobjectes quedin mirant cap a dalt.

4- Agitar per netejar les restes de medj, i aspirar el PBS.

5- Afegir TripLE select a cada pou per desenganxar les cel-lules.

6- Posar 2-3 min a l'incubador.

*A partir d’aqui s’ha de treballar rapidament perque si les cel-lules estan
molta estona amb aquest reactiu es moren.

7- Comprovar que les cel-lules s’estan desenganxat mirant-les amb el
microscopi. Sabem que s’estan desenganxat perque perden la forma
allargada tipica comuna dels fibroblasts i adopten una forma rodona i
petita.

8- Desenganxar les cél-lules utilitzant el rascador. Es important passar el
rascador per totes direccions. Fer-ho també en els cobreobjectes. S'ha de
tenir en compte que no totes les cél-lules es desenganxaran.

9- Aspirar tot el medi de cada pou, també els trossets de pell, i reunir-ho en el
tub de 15 ml.

10- Centrifugar 4 min a 1000 rpm.

11- Aspirar tot el medi excepte les cel-lules que han precipitat a baix gracies a
la centrifugacid.

12- Resuspendre les cel-lules amb medi nou i posar-ho tot en un flasco.

13- Anar canviant el medi dos vegades a la setmana.

Tornar a passar les céel-lules al cap de 7-10 dies. S’han d’intentar mantenir els

trossets de pell ja que aixi s’aconsegueixen més fibroblasts.
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A: Fibroblasts (Escala: 1000 pum)

C D
A la figura A podem veure els fibroblasts enganxats abans de comencar el
procediment. Seguidament, a la figura B, observem els fibroblasts desenganxats
després d’haver-los posat a l'incubador durant 2-3 minuts. (Pas 6)
A la figura C observem el procediment de desenganxar les cél-lules amb el rascador.
(Pas 8)
La ultima figura és després de la centrifugacio, on veiem el medi sense cél-lules i les

cél-lules precipitades al fons. (Pas 10)
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Resultats:
El dia després del passatge podem apreciar com els fibroblasts ja s’han enganxat al

fons del flasco i tenen espai per proliferar.

Fibroblasts, dia 22 (Escala: 400 um)

7.2.2 Congelacio dels fibroblasts obtinguts de la mostra de pell

Objectiu: Congelar una part dels fibroblasts obtinguts. Aixi tenim una reserva per

si la reprogramacid posterior no funciona o per altres estudis.

Materials:

-Pipetes d’aspiracio i pipetejador

-Rascador de cel-lules

-Tub de 15 ml

-Centrifuga

-Vials de congelacio

-Contenidor de congelacié Mr. Frosty: Recipient que serveix perque les mostres no
pateixin un canvi de temperatura brusc durant el procés de congelacio.
-Congelador de -80 ¢C

-Tanc de nitrogen liquid: Et permet conservar les mostres molt de temps. Esta més

o menys a-183 2C

Productes:

-Medi de cultiu dels fibroblasts
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: Es important perqué flexibilitza la membrana cel-lular i aixi quan

congelem les mostres la membrana no es trenca. Si la membrana es trenca la

cél-lula es mor.

Procediment:

1-

Desenganxar les cel-lules que volem descongelar com s’ha descrit
anteriorment i posar-les en un tub de 15 ml.

Centrifugar 4 min a 1000 rpm.

Aspirar el medi que no conté cel-lules.

Barrejar les cel-lules amb medi que conté un 10% de DMSO.

Distribuir en els vials de congelacid.

Col-locar-los en un Mr. Frosty.

Col-locar el Mr. Frosty al congelador a -80 2C. Aquest pas et garanteix que la
temperatura baixi gradualment i aixi no es moren les cel-lules. La
temperatura de les cel-lules baixa 12C per minut ja que els vials de
congelacid estan envoltats d’alcohol isopropilic.

L’endema cal transferir els vials de congelacio al tanc de nitrogen liquid per

la seva preservaci6 durant temps llargs.

A B

A la primera figura observem la distribucio de les cél-lules en els vials de congelacid.

(Pas 5)
Ala fig

ura B veiem els vials de congelacié col-locats al Mr. Frosty. (Pas 6)

55



El cor en una placa

7.3 Reprogramacio dels fibroblasts obtinguts de la mostra de pell

Objectiu: Incorporar una serie de factors dins dels fibroblasts que els

reprogramaran per convertir-los en cel-lules iPS.

Materials:

-Placa de cultiu cel-lular de 6 pous

-Pipetes i pipetejador

-Rascador de cel-lules

-Tub de 15 ml

-Comptador automatic de cél-lules (Scepter): Es una maquina que compta les
cél-lules automaticament. Es submergeix la punta dins el medi amb cel-lules i les
cél-lules flueixen a través d’una petita obertura que hi ha al sensor. A mesura que
passen les cel-lules, la resistencia augmenta i a mesura que augmenta la resistencia
també augmenta el voltatge. Els canvis de voltatge es registren com a pics, un per
cada cel-lula que passa. Segons la magnitud del canvi en la resisténcia, I'aparell és
capag de distingir si la particula és una cel-lula, un fragment d’aquesta o un grup de
cél-lules. El comptador té una pantalla integrada on hi surt la concentracid
(cél-lules/ml) de forma que només quedara determinar la quantitat de cel-lules

desitjada per a 'experiment.

g

Fig. 12

Fotografia del sensor juntament a un esquema que mostra per on passen les cel-lules.
-Centrifuga

-Tub Eppendorf

-Cubeta
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-Amaxa: Maquina que fa electroporacié i també nucleofeccio. El seu objectiu és
transferir el DNA que nosaltres barregem amb les cel-lules al seu nucli.

Tal com s’ha explicat anteriorment (apartat 4.3.1) I'electroporacié i la nucleofeccié
son uns procediments on s’augmenta la conductivitat electrica i la permeabilitat de
la membrana plasmatica cel-lular aplicant externament un camp electric. En
aplicar el camp electric, es creen uns porus a la membrana de les cel-lules que
permeten I'entrada dels vectors. El DNA es transporta rapidament al citoplasma i

seguidament al nucli. Els porus es tanquen quan el pols electric s’acaba.

Productes:

-Gelatina: Producte gelatinds que es fa servir per crear una base dins de la placa de
cultiu que millora I'adherencia de les cel-lules.

-PBS

-TripLE select

-Medi de cultiu de fibroblasts

-Solucié de nucleofeccié: Es una solucié necessaria per la nucleofeccié que ja et ve
donada per la casa comercial i depen de la linia cel-lular que s’utilitzi.

-Plasmidis: Permeten que les cel-lules expressin gens de pluripoténcia.
S’introdueixen 3 plasmidis, cadascun porta part dels gens necessaris per la
induccié de la pluripotencia. Els plasmidis tenen un gen de resistencia que

s’anomena ampicil-lina que serveix per seleccionar les céel-lules.

Procediment:

1- Posar una base de gelatina a un pou d’una placa de 6 pous.

2- Aspirar el medi del flasc6 on estan continguts els fibroblasts.

3- Netejar amb PBS.

4- Afegir TripLE select per desenganxar les cel-lules. Posar a l'incubador
durant 2-3 minuts. Verificar sota el microscopi que les cel-lules s’estan
desenganxant.

5- Afegir medi sobre el TripLE select per parar la reaccid.

6- Desenganxar les cél-lules utilitzant el rascador. Es important passar el
rascador per totes direccions per desenganxar el maxim de cel-lules.

Sempre en queden algunes d’enganxades.
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7- Aspirar i posar-ho tot en un tub de 15 ml.

8- Contar les cel-lules que tenim dins el tub utilitzant el Scepter.

9- Agafar el volum corresponent a 500.000 cel-lules i transferir-les a un tub de
15 ml. Centrifugar 10 minuts a 200 G perque les cel-lules precipitin.

10- Seguidament, agafar la placa de 6 pous preparada anteriorment, aspirar la
gelatina i afegir el medi de cultiu de fibroblasts. Mantenir-ho a I'incubador
per tal que el medi s’escalfi.

11- Després de la centrifugacio, aspirar el medi sense cél-lules.

12- Barrejar les cel-lules precipitades amb la soluci6 de nucleofeccié.

13- Transferir a un tub Eppendorf.

14-Afegir els plasmidis que indueixen I’expressio6 dels gens de pluripotencia.

15- Transferir a una cubeta de nucleofeccié vigilant que no quedin bombolles
perque sind la corrent electrica no passa bé.

16- Inserir la cubeta a I’Amaxa i aplicar el programa corresponent.

17- Aspirar i transferir tot el contingut al pou de la placa de 6 pous.

A B

A la figura A veiem la utilitzacié del Scepter per contar les cel-lules contingudes en el
tub. (Pas 8)

A la segona figura s’insereix la cubeta a '’Amaxa per la nucleofeccié de les cel-lules.
(Pas 16)
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Al cap de 7 dies s’han de passar les cel-lules a un placa de petri de 10 cm a la qual
s’ha fet una base de gelatina, i s’ha d’esperar que les cel-lules s’enganxin bé perque
sino, al fer els canvis de medi, podriem emportar-nos les cel-lules. El dia seglient,
canviar el medi de fibroblasts per medi anomenat Essential-8, que és el medi

adient per cultivar les cel-lules iPS.

Resultats:

A la figura A observem els fibroblasts després de la nucleofeccié. Es pot apreciar
que no estan enganxats sin6 que floten. Podem veure alguns grumolls de cel-lules
mortes.

A la figura B veiem els fibroblasts catorze dies després de la nucleofeccid. Ja es pot
veure la formacié de petites colonies d'iPS.

La darrera figura mostra I'aparicié d’'una colonia iPS ben definida, quatre dies més
tard. Es pot diferenciar per la forma petita i arrodonida de les cel-lules i la seva

col-locaci6 més junta i atapeida.

B: Fibroblasts, dia 14 C: Colonia d'iPS, dia 18 (Escala: 400 um)
(Escala: 400 um)
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7.3.1 Aillament de les colonies de cél-lules iPS

Objectiu: Aillar les colonies amb millor morfologia i traslladar cada una a un pouet

perque pugui créixer independentment.

Materials:

-Microscopi amb marcador

-Pipetes i pipetejador

-Puntes per picar colonies, tenen el forat més gros que les puntes normals perque

no es trenquin les colonies

-Placa de cultiu cel-lular de 4 pous

Productes:

-Matrigel: Producte gelatinds que es fa servir per crear una base dins de la placa de

cultiu que millora 'adheréncia de les cél-lules. Es pot reutilitzar una vegada. Es

millor que la gelatina a I'hora de cultivar les cel-lules iPS.

-Medi Essential-8: Conté 8 components essencials per al creixement de les cel-lules

iPS i per al manteniment de la pluripoténcia.

Procediment:

1-

Mirar les colonies i triar les més adients. Amb un marcador especial anar
marcant les colonies escollides.

Aplicar la capa de matrigel als pous per fer un substrat adient per les
cel-lules.

Després d’haver deixat que polimeritzi, aspirar el matrigel i afegir medi.
Rascar amb cura cadascuna de les colonies escollides anteriorment amb les
puntes adients i aspirar la colonia amb una mica de medi de cultiu.

Col-locar una colonia a cada pou preparat anteriorment amb matrigel. A

partir d’aqui, a cada colonia aillada I'anomenem clon.

Quan ja s’han retirat totes les colonies escollides és important afegir medi a

la placa general ja que al treure les colonies també hem tret medi.
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Resultats:

A la figura A veiem l'aspecte del clon cinc dies després d’haver picat la colonia
escollida de la placa amb els fibroblasts.

La figura B és set dies després d’haver-la picat, podem veure com va creixent amb
rapidesa (el cercle lila és el mateix en els dos casos i s’observa com a la imatge B la
colonia ja esta sobrepassant els limits interns del cercle). En aquest punt és

recomanat fer un nou passatge.

- )

at

A: Colonia d'iPS, dia 5 (Escala: 400 um)  B: Colonia iPS, dia 7 (Escala: 1000 um)
7.3.2 Passatge dels clons de cel-lules iPS

Objectiu: Passar els clons a un altre recipient més gran perque puguin seguir

expandint-se.

Després de picar les colonies, I'inic que s’ha d’anar fent és controlar el creixement
dels clons i anar expandint 'espai (canviar-los de pouet) perque puguin créixer. El
fet de canviar les cel-lules de pouet s’anomena passatge. Aixo ho haurem de fer en
3 situacions:

1) Quan observem cel-lules flotant, que es veuen com puntets negres al microscopi,
hem de fer un passatge del clon, ja que les cél-lules ja no tenen espai per créixer.

2) També és important fer un passatge dels clons quan les colonies es toquen entre
elles perque, en no tenir espai per créixer, es diferencien espontaniament, que és
quelcom que volem evitar.

3) Quan fa més de 7 dies que estan en un mateix pouet, el matrigel ja no esta en

perfectes condicions. Llavors també cal canviar-los de pouet.
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Materials:

-Pipetes d’aspiracio, pipetes i pipetejador
-Rascador de cél-lules

-Tub de 15 ml

-Centrifuga

-Placa de 6 pous

Productes:

-PBS

-EDTA 0,5 mM: Per fer el passatge de les cél-lules iPS és millor utilitzar EDTA sol en
lloc de TripLE select, ja que és menys agressiu.

-Essential-8

-Matrigel

Procediment:

1- Aspirar el medi de cada pou.

2- Afegir PBS a cada un dels pous que vulguem utilitzar per netejar les restes
de medi.

3- Agitar perque es netegi bé i aspirar el PBS.

4- Afegir EDTA a cada pou per desenganxar les cel-lules.

5- Deixar reposar 3-4 min a temperatura ambient.

6- Afegir medi Essential-8.

7- Desenganxar les cél-lules utilitzant el rascador. Es important passar el
rascador per totes direccions fent una gradeta.

8- Traspassar una part de les cel-lules a un nou pou que haurem recobert
préviament amb matrigel.

9- Anar canviant el medi cada dia.

Resultats:

A la figura A observem el clon quatre dies després del segon passatge. Podem
veure una colonia gran amb forma arrodonida envoltada d’altres colonies petites.
A la segona figura podem veure el mateix clon al sise passatge. Comparant amb la

fotografia A podem observar com ha augmentat molt de volum.
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A: Colonies iPS, dia 4 passatge 2 B: Colonies iPS, sise passatge
(Escala: 1000 pm) (Escala: 1000 pum)

7.3.3 Congelacio de cel-lules iPS

La congelacio de les cel-lules iPS es fa exactament igual que el procediment explicat
anteriorment pels fibroblasts pero hi ha algunes petites diferéncies.

Les cel-lules es desenganxen seguint el protocol descrit pel passatge de les colonies
de cel-lules iPS. La major diferencia és que, en fer la gradeta per desenganxar les
cel-lules, s’ha de fer més grossa ja que és necessari que les cel-lules iPS es
mantinguin en grup perque sin6 no sobreviuen el procés de congelacio i

descongelacié.

7.3.4 Descongelacid de cel-lules iPS

Objectiu: Descongelar les cel-lules iPS per mantenir i expandir els clons.

Material:

-Pipetes i pipetejador
-Tub de 15 ml

-Bany de 37 ¢C
-Centrifuga

-Placa de cultiu cel-lular de 6 pous
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Productes:
-Matrigel
-Medi Essential-8

Procediment:

1- Després d’haver aplicat la capa de matrigel, aspirar.

2- Posar medi Essential-8 a cada pou.

3- Posar medi Essential-8 en un tub de 15 ml.

4- Treure els vials de congelacio6 del tanc de nitrogen liquid.

5- Rapidament submergir-los parcialment dins el bany de 37 2C per tal que es
descongelin el més rapid possible.

6- Barrejar les cel-lules amb el medi del tub de 15 ml.

7- Centrifugar 5 minuts a 300 G.

8- Aspirar el medi sense cel-lules.

9- Barrejar les cel-lules precipitades amb medi Essential-8.

10- Transferir les cel-lules amb el medi als pous. Distribuit equitativament.

11- Guardar a l'incubador.

7.4 Caracteritzacio de les cél-lules iPS

7.4.1 Bases teoriques de les tecniques utilitzades per la

caracteritzacio de les cél-lules iPS

Per tal de comprovar si les cel-lules reprogramades expressaven gens
caracteristics de cel-lules iPS, es van investigar els nivells d’expressié dels gens
NANOG, Sox2 i Oct4 en les cel-lules recent generades utilitzant la tecnica de la PCR
quantitativa. Per tal de mirar el nivells d’expressié d’'un gen, primer cal extreure
RNA de les cel-lules, convertir 'RNA en DNA complementari, i llavors es pot
utilitzar aquest DNA sintetitzat com a motlle per la PCR quantitativa. A continuacié
es descriuen les bases teoriques de les tecnologies utilitzades i més endavant

s’expliquen els protocols utilitzats al laboratori i els resultats obtinguts.
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7.4.1.1 Transcripcio inversa

En el nostre cas, abans de fer la PCR en temps real, vam fer la transcripcid inversa
que consisteix en passar 'RNA a DNA complementari. Aquest pas és important
perque la técnica de PCR només amplifica DNA.

En tenir el DNA complementari és necessari eliminar el DNA genomic. L’eliminacid
és essencial perque es puguin obtenir uns resultats acurats sobre I'expressié dels
gens. Si hi quedés DNA genomic, els encebadors amplificarien el DNA

complementari i el genomic donant uns resultats equivocats.

7.4.1.2 LaPCR

La PCR (reaccio6 en cadena de la polimerasa) és una técnica que serveix per obtenir
un gran nombre de copies d’'un fragment de DNA especific per poder-lo estudiar.

El procés de la PCR consisteix en general en aproximadament uns 40 canvis
repetits de temperatura anomenats cicles. Cada cicle té 2-3 passos de canvi de
temperatura.

-Desnaturalitzacio: La mostra s’incuba a 95 2C. Aixo fa que el DNA perdi la seva
estructura d’helix i que se separin les dues cadenes.

-Al segon pas es disminueix la temperatura al voltant de 60 2C i aix0 permet
'alineament i unié dels encebadors al DNA motlle. Els encebadors actuen com a
limits de la regi6 de la molecula per amplificar.

-Extensié: La temperatura augmenta fins als 72 2C que és la temperatura optima
pel funcionament de la polimerasa. La polimerasa és un enzim que actuara prenent
el DNA motlle per sintetitzar la cadena complementaria i partint de I'encebador
com a suport inicial necessari per la sintesi del nou DNA. La polimerasa sintetitza
la nova cadena de DNA afegint els desoxiribonucleotids trifosfats (ANTP), que s6n

els monomers que conformen el DNA (A, T, Gi C).

Tot el procés de la PCR esta automatitzat mitjancant un aparell que s’anomena
termociclador, que permet escalfar i refredar els tubs segons la temperatura
necessaria a cada etapa de la reaccié.

Un cop s’acaba la PCR, per tal de visualitzar el DNA amplificat, es pot correr part

del volum de la reacci6 en un gel d’agarosa. Un gel d’agarosa és una matriu porosa
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semblant a la gelatina que permet separar les molécules de DNA segons la seva
mida. En aplicar una corrent eléctrica, la mostra, que té carrega negativa, correra
cap al pol positiu. Després de correr el gel, aquest es pot tenyir amb molecules que
s’'intercalen al DNA (com per exemple el bromur d’etidi). Quan s’exposa el gel
tenyit a la llum ultraviolada, es pot veure la fluorescencia del bromur d’etidi, i per
tant, podem veure el nostre DNA. Si només s’ha amplificat un producte durant la
PCR, només veurem una banda. Si s’ha amplificat més d'un producte (amplificacié
inespecifica) veurem més d’una banda. Es possible quantificar les bandes de gel
mitjancant fluorimetria pero la quantificacié sempre ha de ser al final de la reaccié
de PCR, després de I'tltim cicle. Aixo fa que la quantificacié no sigui acurada, ja que
després de tots els cicles de PCR, alguns dels components de la reaccio es poden
haver acabat, la polimerasa pot haver perdut eficiéncia, o poden haver-hi hagut

altres problemes que no es poden detectar al final de la reaccié.

7.4.1.3 La PCR quantitativa

Per tal de superar tots els problemes de la PCR convencional, i per tant, poder
quantificar la quantitat de DNA, es va desenvolupar la PCR a temps real, també
anomenada PCR quantitativa o qPCR. Aquesta tecnica és la que hem utilitzat en

aquest treball.

La qPCR també es duu a terme en un termociclador, que varia la temperatura de la
mostra tal com s’ha descrit per la PCR convencional. La principal diferéncia que
trobem amb la PCR convencional és que la qPCR quantifica el DNA després de cada
cicle. Aixo és possible gracies a que, juntament amb els altres components de la
PCR, s’afegeix un fluorocrom anomenat SYBR Green que és capa¢ d’unir-se al DNA
de doble cadena i emetre fluorescencia. L’aparell de qPCR fa incidir sobre cada
mostra un feix de llum i detecta la fluorescencia emesa pel fluorocrom excitat
després de cada cicle. A mida que vagin passant els cicles, s’anira multiplicant el
DNA, i per tant, més molecules de SYBR Green s’hi podran enganxar i més
fluorescencia detectara l'aparell. El software de l'aparell mostra un grafic

d’amplificacié que permet veure I'acumulaci6 de producte durant tota la PCR.
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Amplification Plot

Grafica 1

Ala grafica 1 observem la corba d’amplificacié de 3 gens diferents en escala lineal.
Al principi de la grafica podem veure una linia plana que indica que no hi ha
fluorescencia. A partir del cicle 18 podem veure com la fluorescencia comenga a
augmentar per 2 dels 3 gens. Pel tercer gen, la fluorescéncia comenca a augmentar
meés tard. A mesura que passen els cicles, el nimero de copies va augmentant, per
tant el nimero de molécules de SYBR Green enganxades també augmenta, cosa que
implica que la fluorescéncia també ascendeix. Cap als ultims cicles la corba es
satura i torna a formar una linia plana.

Per tal de determinar la quantitat relativa de DNA a la mostra, el programa ajusta
una linia de base, anomenada en anglées threshold, en una zona de la corba quan
I'amplificacio és lineal. Per poder ajustar aquesta linia millor, cal observar la corba

d’amplificacio6 en escala logaritmica, tal i com es mostra a la figura segiient.
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Amplification Plot

1€01

1E00
1. 438788
0.286103
TG0
[ =
@ o1
<
001 /

0.001
Cycle
Grafica 2
A la grafica 2 podem veure els 3 gens diferents. A cada gen li correspon una linia

basal diferent.

La intersecci6 de la linia basal amb la corba d’amplificacié ens déna un nimero de
cicle (també anomenat Ct). La quantitat relativa de DNA d’'una mostra problema en
relaci6 amb una mostra control es calcula utilitzant els valors de Ct d’ambdues

mostres (Grafica 3).
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Melt Curve Plot

Derivataos Reporter (-8n7)

Temperature (%

Grafica 4

Quan treballem amb SYBR Green, donat que es pot enganxar a qualsevol molecula
de DNA, cal comprovar que la PCR ha estat especifica, i que per tant només s’ha
amplificat el fragment desitjat. Es poden identificar els fragments amplificats de
DNA concrets a partir de la seva temperatura de fusio. Després de la qPCR, la
mostra es sotmet a una rampa de temperatura ascendent. Quan el fragment arriba
a la seva temperatura de fusio, les dues cadenes es separen, fet que fa que el
fluorocrom es desenganxi i deixi d’emetre fluorescencia. Si a la nostra mostra
només s’ha amplificat un mateix producte, totes les dobles cadenes se separaran a

la vegada i el software ens mostrara una grafica amb un sol pic.

Ala grafica 4 només podem veure un pic, que correspon al DNA. Aix0 significa que

només tenim un producte, i per tant I'amplificacié ha estat especifica.

69



El cor en una placa

7.4.2 Aplicacié practica

7.4.2.1 Extraccio de 'RNA

Objectiu: Aillar 'RNA de les cel-lules iPS generades.

Material:

-Columnes comercials per l'aillament de 'RNA
-Pipetes i pipetejador

-Centrifuga

-Tub de recol-leccid

-Tub de 15 ml

Productes:

-Tampons quimics comercials per 'aillament de 'RNA
-Etanol 70%

-Aigua sense RNases

-Enzim DNasa

Procediment:

1. Desenganxar les cel-lules seguint el protocol explicat al punt 7.3.2 i recollir-
les en un tub de 15 ml.

2. Centrifugar el tub on hi ha les cel-lules.

3. Aspirar tot el medi excepte les cel-lules que han precipitat a baix gracies a la
centrifugacio.

4. Afegir el tampé adequat per trencar la membrana de les cel-lules.

5. Afegir etanol per precipitar el DNA i 'RNA.

6. Posar-ho tot a la columna i centrifugar. Aquesta columna té una membrana
on s’enganxa el DNA i 'RNA.

7. Afegir el tampo corresponent que renta la columna.

8. Afegir I'enzim DNasa que degrada el DNA directament a la columna. Deixar
15 minuts a temperatura ambient perque I'enzim funcioni.

9. Fer dos rentats amb un tampo de rentats.
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10. Centrifugar perque quedi la membrana de la columna seca.
11. Afegir aigua sense RNases (perque no es degradi I'RNA).
12. Posar la columna dins d'un tub de recol-lecci6.

13. Centrifugar per eluir I'RNA en el tub de recol-leccio.

14. Mantenir el tub amb I’'RNA en gel.

7.4.2.2 Quantificaci6 amb Nanodrop

Objectiu: Determinar la concentracio de les mostres d’'RNA.

Material:

-Nanodrop: Es un tipus d’espectrofotometre que ens permet treballar amb un
volum de mostra molt petit. Serveix per mesurar la concentracié de diferents
substancies en una mostra. L’'aparell fa incidir un feix de llum monocromatica a
través de la nostra mostra i mesura la quantitat de llum que la mostra absorbeix.
Aix0 ens permet saber indirectament quina quantitat de la substancia que ens
interessa és present a la mostra.

-Pipeta

-Gasa

Productes:
-Mostres d’'RNA
-Aigua

-Solucio d’elucié (aigua sense RNases)

Procediment:

1. Posar una gota d’aigua amb a pipeta sobre el sensor per mirar que la
magquina funcioni bé. Ha d’estar proper a 0.

2. Eixugar el sensor.

3. Posar una gota de solucié d’elucié per fer el blanc. Aixo ens serveix per
saber I'absorbancia basal que presenta la soluci6 en la qual tenim I’'RNA.

4. Eixugar el sensor.

5. Posar una gota de la mostra per mirar la seva concentraci6 i puresa.

Apuntar els resultats.
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6. Eixugar el sensor.
7. Posar una gota d’aigua per rentar el sensor. Comprovar que la lectura dona

properaa 0.

Nanodrop

Resultats:
Es van analitzar 3 mostres: una mostra de cel-lules iPS control, un dels clons de
cel-lules generats, i els fibroblasts originals. Els resultats de la quantificacié amb el

nanodrop van ser els segiients:

Mostra Concentraci6 Proporcio Proporcio
(ng/nl) (A260/A230) (A260/A280)
Control 587.3 2.02 2.07
Clon 786.6 2.04 2.10
Fibroblasts | 525.4 2.01 1.90

Els resultats mostren que les mostres tenien una concentracio suficient per poder
procedir amb la transcripcid inversa. Pel que fa a la qualitat, els valors obtinguts
ens indiquen que 'RNA és pur.

La proporcié d’absorbancia a 260 nm i 280 nm és utilitzada per avaluar la puresa
de I'RNA i el DNA. La proporcié considerada com a pura per I'RNA és
d’aproximadament 2. Si la proporcio estigués per sota indicaria la presencia de
proteines, fenol o altres contaminants.

La proporcié d’absorbancia a 230 nm i 260 nm és una mesura secundaria de la

puresa de l'acid nucleic. Els seus valors sén més elevats que els comentats
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anteriorment, estan dins el rang d’entre 2 i 2,2. Si la proporci6 esta per sota també

indica la presencia de contaminants.

7.4.2.3 Transcripcio inversa

Objectiu: Convertir 'RNA a DNA complementari.

Material:
-Micropipetes i puntes
-Termociclador

-Tapa termoresistent

-Centrifuga

Productes:

-gDNA wipeout: Serveix per eliminar les restes de DNA genomic que hagin pogut
quedar a la nostra mostra d’'RNA.

-Aigua sense RNases: Es important que l'aigua no tingui RNasa perqué és 'enzim
encarregat de degradar I'RNA.

-Tamp6 de reaccié: Conté tots els components necessaris per tal que I'enzim
funcioni adequadament, i també els nucleotids.

-Transcriptasa inversa: Es l'enzim que catalitza el pas d’RNA a DNA
complementari.

-Encebadors: S6n una barreja d’oligo-dT i d’altres encebadors escollits a l'atzar.

Serveixen per amplificar tot I'RNA.

Procediment:

1. Barregem el gDNA wipeout, 'RNA i 'aigua sense RNases en un pou d’una
placa de 96 pous.

2. Centrifugar la placa perque tots els components vagin al fons de la placa ja
que sino no es podria donar la reaccio.

3. Posar la tapa a la placa perquée pugui anar al termociclador i resisteixi a les
diferents temperatures. Segellar bé per tal d’evitar I'evaporacio.

4. Posar al termociclador durant 2 minuts a 42 2C. Aquest pas serveix per

eliminar el DNA genomic.
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5. Barregem el tampd de reaccid, la transcriptasa inversa i els encebadors amb
la mostra sense DNA genomic.

6. Centrifugar la placa perque tots els components vagin al fons de la placa.

7. Posar al termociclador durant 15 minuts a 42 2C per tal que es doni la
reaccié de transcripcio inversa, i després 3 minuts a 95 2C per inactivar
I'enzim.

8. Després d’aquest temps, la mostra ja esta a punt per ser utilitzada per la

gPCR. Es guarda la placa a la nevera (42C) fins que s’hagi d’utilitzar.

A la figura A veiem la mostra abans de posar-la al termociclador amb la tapa
col-locada.
La figura B mostra el termociclador.

7.4.2.4 qPCR

Objectiu: Amplificar el DNA complementari per mirar la presencia dels gens de

pluripoteéncia.

Material:

-Micropipetes i puntes
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-Film optic: Permet que 'aparell de qPCR pugui registrar la fluorescencia que emet
a mostra.
-Centrifuga

-Aparell de qPCR

Productes:

-Master Mix: Solucié que conté la polimerasa i els nucleotids necessaris perque es
pugui amplificar el DNA i el fluorocrom SYBR Green.

-DNA complementari

-Aigua

-Encebadors

Procediment:
1. Barrejar el DNA complementari amb la Master Mix, I'aigua i els encebadors
en les proporcions adequades segons el gen que vulguem estudiar.
Repartir en els pous d’una placa adequada per la qPCR.
Col-locar el film optic sobre la placa.
Centrifugar perque tots els reactius vagin al fons del pou.

Posar a I'aparell de qPCR programat adequadament.

o 1ok W

Un cop hagi finalitzat 'amplificaci6, analitzem la mostra amb el programa

bioinformatic.

Resultats:

La grafica 5 és un exemple de les corbes d’amplificacié obtingudes per una de les
mostres analitzades. Cada linia representa un gen. En aquesta grafica podem
observar que hi ha hagut una amplificacié correcta. Primer observem la linia plana
que indica que no hi ha fluorescéncia. A partir del cicle 16 podem veure com la
fluorescencia comenca a augmentar, pel primer gen. Pel segon gen comenca a
augmentar al cicle 18 i pel tercer gen al cicle 20. A mesura que passen els cicles el
numero de copies va augmentant, per tant el nimero de molecules de SYBR Green
enganxades també augmenta, cosa que implica que la fluorescencia també

ascendeix. Cap als ultims cicles la corba es satura i torna a formar una linia plana.
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A la grafica 6 veiem que pels 3 gens només s’ha amplificat un producte ja que

observem un sol pic per cadascun d’ells (cada color representa un gen diferent).
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Grafica 7. Nivells d’expressio dels gens de pluripoténcia

En la grafica 7 veiem l'expressi6 de 3 gens caracteristics de les cel-lules iPS. Cada
gen ha estat estudiat en fibroblasts, en cel-lules iPS control i en les cél-lules del
pacient del nostre estudi. Podem observar que en els fibroblasts 'expressié dels
gens de pluripoténcia és practicament nul-la, en canvi, en els altres dos casos
I'expressio és molt elevada. A més, 'expressio dels gens en les cel-lules iPS del
pacient és molt semblant a I'obtinguda en les cel-lules iPS control.

Per tant, queda demostrat que les cél-lules iPS que s’han generat a partir de la pell

del pacient expressen els gens de pluripoténcia.
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7.5 Diferenciacio de les céel-lules iPS a cardiomiocits

Objectiu: Diferenciar les cel-lules iPS a cardiomiocits. Sabrem que la técnica ha

funcionat correctament quan veiem aquests cardiomiocits bategant.

Material:

Dia 0:

-Pipetes i pipetejador

-Puntes esterils

-Tub de 15 ml

-Tub Eppendorf

-Comptador automatic de cel-lules (Scepter)
-Tub de 50 ml

-Centrifuga

-Diposit per reactius esteril

-Pipeta multicanal i puntes amb filtre

-Placa de 96 pouets en V: Té forma de V perque les cel-lules iPS formin una esfera
al fons.

-Rascador de cel-lules

Dia 2:
-Pipetes i pipetejador
-Diposit per reactius esteril

-Pipeta multicanal i puntes amb filtre

Dia 4:

-Pipetes i pipetejador

-Diposit per reactius esteril

-Pipeta multicanal i puntes amb filtre

-Placa de 96 pouets en U: Té forma de U perque les colonies es puguin enganxar al

fons i tota la massa bategui.
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Productes:

Dia 0:

-Medi RIP: Medi determinat per afavorir la diferenciaci6. Aquest medi conté el
medi basal RPMI que ajuda en el creixement dels cultius cel-lulars, ITS, és un
suplement per reduir la quantitat de serum fetal bovi, lipids, 1-thiolglycerol, PVA,
BMP4, FGF i FBS.

-PBS

-EDTA

-Medi BGK: Medi de cultiu

Dia 2:
-Medi RD: Aquest medi esta compost d’'RPMI, 1-thiolglycerol i FBS.

Dia 4 i segiients:

-Medi RI: Esta compost per RPMI, ITS, lipids i 1-thiolglycerol.

El medis diferents en aquest cas no tenen només I'objectiu d’alimentar i fer
créixer les cel-lules siné que estan pensats estratégicament. Cada un té una
composicié diferent i amb la combinacié de tots els medis obtenim com a

resultat la diferenciacio a cardiomiocits.

Procediment:
Dia 0:
1- Aspirar el medi de dos pous d'una placa de 6 purs on haurem crescut les
cel-lules iPS.
2- Posar PBS per rentar i aspirar.
3- Posar EDTA i esperar 3 minuts perque faci el seu efecte.
4- Aspirar i afegir el medi BGK.
5- Desenganxar les cel-lules amb el rascador de cel-lules. Cal rascar en vertical,
horitzontal i en les dues diagonals. Es important intentar fer-ho molt precis
i fi perque quedin cel-lules simples per poder-les contar bé.

6- Recollir-ho tot en un tub de 15 ml.
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Fem una dilucié 1:2 per poder contar més bé amb el Scepter. Passar una
part de les cel-lules a un tub Eppendorf i afegir el mateix volum de medi
BGK.

El resultat del recompte és de 1’093 x 10> cel-lules/ml. Com que hem fet
una dilucié 1:2 per comptar, la concentracio de cel-lules al tub de 15 ml és
de 2’186 x 105 cel-lules/ml.

Volem posar 6000 cel-lules a cadascun dels pouets d’'una placa de 96
pouets. Cal comptar quantes cel-lules necessitem per 100 pouets. En total

volem 600.000 cel-lules.
600.000 cel-lules x 1 ml/2°186 x 105 cél-lules = 3 ml
Llavors, per agafar 6 x 10° cel-lules del tub de 15 ml, s’han de pipetejar 3 ml

de volum.

Transferir 3 ml al falcon de 50 ml i centrifugar 4 minuts a 160 G.

10-Treure el medi sense cel-lules i resuspendre amb cura les cél-lules amb

medi RIP.

11-Passar-ho a un diposit per a reactius esteril des d’on, amb la pipeta

multicanal i puntes amb filtre, ho repartim per dues plaques de 96 pouets

en formade V.

12-Centrifugar les plaques 5 minuts a 950 G i posar-ho a I'incubador. Donada la

forma en V dels pouets, les cel-lules s’agreguen en forma esferica.
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A: Passar el medi amb les cel-lules al diposit per reactius esteril. (Pas 9)
B: Repartir a les dues plaques de 96 pouets en V utilitzant la pipeta multicanal. (Pas

10)

Dia 2:

Al cap de 48 hores, canviar el medi a medi RD i posar a incubar a 37 2C. Aquest
canvi de medi es fa aspirant el medi amb puntes de filtre utilitzant la pipeta
multicanal. Posteriorment, s’afegeix el medi nou (anomenat RD) també amb la

multicanal i puntes de filtre.

Dia 4:

Al cap de 48 hores més, canviar el medi per RI tal com s’ha explicat anteriorment.
Després, pipetejar amunt i avall amb cura per desenganxar les esferes de cel-lules i
transferir-les a una placa de 96 pouets en forma de U utilitzant puntes per picar

colonies i la pipeta multicanal. Deixar unes 72-96 hores a I'incubador.

Passat aquest temps s’han d’anar observant els cultius en busca de colonies

bategant. S’ha d’anar canviant el medi cada 3-4 dies per medi RI nou.
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Resultats:

En la fotografia seglient podem veure una coldnia de cardiomiocits.

Cardiomiocits

Després de tot aquest procés, en el QR seglient, podem observar cardiomiocits

bategant.

Cada colonia batega de manera independent i irregularment. Hi ha colonies que

bateguen més rapid i d’altres que no tant.

https://www.youtube.com/watch?v=7nYDV10ckDc

[m] 5.5 [m]

7.6 Caracteritzacio dels cardiomiocits

Per tal de comprovar si les cel-lules diferenciades obtingudes expressaven gens
caracteristics de cardiomiocits, estudiem els nivells d’expressi6 dels gens MYBPC3

i TNNI3 en els cardiomiocits generats, utilitzant la técnica de la PCR quantitativa.
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Aquests dos gens son de tipus sarcomeric, encarregats de la contraccié muscular i

s’expressen Unicament al cor.

El procediment és igual a 'anterior utilitzat per caracteritzar les cel-lules iPS. En

aquest cas, estudiem els gens que s’expressen en els cardiomiocits.

Resultats:

Amplification Plot

ARnN

CyCe

Grafica 8

A la grafica 8 observem que I'amplificacid és correcta per cada gen.
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La grafica 9 ens demostra que només s’ha amplificat un producte per cada gen.
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Grafica 10. Nivells d’expressio dels gens dels cardiomiocits

En aquesta ultima grafica (grafica 10) veiem 'expressio de 2 gens caracteristics
dels cardiomiocits. Cada gen ha estat estudiat en cel-lules iPS i en els cardiomiocits
derivats d’aquestes cel-lules iPS. Podem observar que en les cel-lules iPS
I'expressio dels gens dels cardiomiocits és molt poc elevada, en canvi, en els
cardiomiocits I'expressio és molt més elevada.

Per tant, queda demostrat que els cardiomiocits generats a partir de les cel-lules

iPS expressen els seus gens caracteristics.

Per re-afirmar la identitat dels cardiomiocits generats també es podrien estudiar
altres caracteristiques com la morfologia, 'electrofisiologia, la for¢a contractil i
realitzar proves amb drogues. Durant les practiques realitzades com a part
d’aquest treball de recerca no he tingut temps de visualitzar aquests estudis

complementaris, pero molt possiblement podré fer-ho en una altra ocasio.
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8. Conclusions

Després de totes les practiques realitzades i la revisid d’articles cientifics s’ha
pogut demostrar que: “Els cardiomiocits creats artificialment al laboratori
tenen les caracteristiques i les propietats dels cardiomiocits que trobem al

cor i, per tant, es poden utilitzar per estudiar malalties cardiovasculars”.

El procés va comencar amb una simple mostra de pell de la qual vam aillar els
fibroblasts. La insercié dels factors de Yamanaka mitjan¢ant la nucleofeccié va
permetre l'obtencié de les cél-lules iPS, capaces de diferenciar-se en qualsevol
tipus de cel-lula. El fet de poder obtenir cel-lules iPS a partir de fibroblasts ja és un
gran assoliment pero encara hi ha un pas més enlla, obtenir cardiomiocits que
bateguen. A les colonies d'iPS hi vam aplicar una combinaci6 de diversos medis
que van portar a 'obtencié d’aquestes masses bategants. L’estudi dels seus gens
ens va confirmar que els cardiomiocits creats al laboratori expressaven els
mateixos gens que els cardiomiodcits que trobem al cor. Aix0 permet estudiar els
cardiomiocits des d’una altra perspectiva, in vivo, sense necessitat d’'una biopsia de

cor.

Els fibroblasts aillats de la pell, les cel-lules iPS generades i els cardiomiocits
obtinguts comparteixen el mateix DNA, que a més és el mateix que el del pacient
del qual es va obtenir la biopsia de pell. Aquesta aproximaci6 ens permet estudiar
les caracteristiques precises d’aquestes cel-lules especifiques del pacient com si
haguéssim pogut obtenir una biopsia del seu cor. A més, si fos el cas, podriem
estudiar els efectes que pogués tenir un defecte genéetic causant de malaltia sobre
la fisiopatologia dels cardiomidcits, estudiar les possibles causes i experimentar

solucions.

He assolit tots els objectius esmentats a la introducci6 del treball:

A nivell teoric he ampliat els meus coneixements sobre les cel-lules mare: les seves

caracteristiques i aplicacions terapeutiques.
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D’altra banda he conegut els diferents metodes de generaci6 de cel-lules iPS i la
seva utilitat en la medicina i la recerca. També he aprofundit en el seu us com a

model de malaltia.

A nivell practic he apres i visualitzat les diferents técniques de laboratori
necessaries per 'obtencio de cardiomiocits derivats de cel-lules iPS obtingudes a
partir d’'una biopsia de pell d’'un individu sa. També he estudiat I'expressio de gens

de pluripoténcia i de cardiomiocits.

8.1 Valoracio personal

Aquest treball m’ha aportat moltes coses positives. He aprés a analitzar articles
cientifics i extreure’n el més important, a contrastar la informaci6 i redactar-la
adequadament. A més, he tingut 'oportunitat de veure el funcionament d'una sala

de cultius i a seguir de prop tot el procés redactat al treball.

Per ultim, com s’ha anat recalcant al llarg del treball, les cel-lules iPS s6n una gran
eina pel futur. Encara queda molt per descobrir pero les experimentacions mai
s’aturaran. Arribara un dia que s’integraran completament a tots tipus de

tractaments de malalties.

Pas a pas, cultiu a cultiu, desenvoluparem la gran aposta pel futur: les cel-lules iPS.
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