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                                Biotecnolog&iacute;a
animal
III
Conceptos y T&eacute;cnicas
en Biotecnolog&iacute;a
2014
Fl&aacute;vio S. J. de Souza
C&eacute;lulas-madre embrionarias humanas
- tratamientos de enfermedades humanas con c&eacute;lulas-madre son limitados
por la disponibilidad y acesibilidad de c&eacute;lulas-madre de distintos &oacute;rganos
(facil para c&eacute;lulas-madre hematopoyeticas o de epidermis, imposible para
c&eacute;lulas-madre de neuronas, ri&ntilde;ones o pancreas)
- c&eacute;lulas-madre embrionarias humanas (hES cells) podr&iacute;an servir como modelo
para generar distintos tipos celulares para terapia, pues podr&iacute;an ser usadas
en la diferenciaci&oacute;n in vitro del tipo celular que necesita el paciente
C&eacute;lulas-madre embrionarias humanas
Nov 1998
- embriones humanos (morulas) usados en fertilizaci&oacute;n asistida fueron cultivados al
estadio de blastocisto
- derivaci&oacute;n de cinco lineas de hES cells de la inner cell mass de cinco embriones
distintos
- hES cells se dividen indefinidamente, mantienen cariotipo estable, expresan
marcadores de stem cells (incluso telomerasa) y forman teratomas
- capacidad de formaci&oacute;n de quimeras no fue testeada por razones &eacute;ticas evidentes
C&eacute;lulas-madre embrionarias humanas
gutlike
(endoderm)
neuroepithelium
rosettes
(ectoderm)
bone
(mesoderm)
cartilage
(mesoderm)
muscle
(mesoderm)
glomeruli
(mesoderm)
formaci&oacute;n de teratomas en ratones a partir de hES cells
C&eacute;lulas-madre embrionarias humanas
- tratamientos de enfermedades humanas con c&eacute;lulas-madre son limitados
por la disponibilidad y acesibilidad de c&eacute;lulas-madre de distintos &oacute;rganos
(facil para c&eacute;lulas-madre hematopoyeticas o de epidermis, imposible para
c&eacute;lulas-madre de neuronas, ri&ntilde;ones o pancreas)
- c&eacute;lulas-madre embrionarias humanas (hES cells) podr&iacute;an servir como modelo
para generar distintos tipos celulares para terapia, pues podr&iacute;an ser usadas
en la diferenciaci&oacute;n in vitro del tipo celular que necesita el paciente
- tejidos generados in vitro a partir de hES cells gen&eacute;ricas probablemente causen
rechazo en un tratamiento con c&eacute;lulas-madre
- posible soluci&oacute;n: clonaci&oacute;n humana
Clonaci&oacute;n
humana
Clonaci&oacute;n
humana
-clonaci&oacute;n reproductiva
(prohibido en general)
- clonaci&oacute;n terapeutica
(debatido)
Clonaci&oacute;n
humana
Clonaci&oacute;n de primates no-humanos y derivaci&oacute;n de stem cells
Nature Nov 2007
- primera producci&oacute;n de ES cells de un primate a partir de celulas clonadas
- donante nuclear: fibroblastos adultos de un mono Rhesus
- 2 lineas de ES cells generadas/304 embriones reconstruidos (0.7% eficiencia)
retirada del huso del oocito de macaco
Clonaci&oacute;n de primates no-humanos y derivaci&oacute;n de stem cells
retirada del huso del oocito de macaco
OosightTM: visualizaci&oacute;n del huso meiotico
sin colorantes ni luz UV
Clonaci&oacute;n de primates no-humanos y derivaci&oacute;n de stem cells
cloned macaque ES cells
neural markers
(after differentiation)
teratoma
morphology
- remoci&oacute;n del nucleo (huso) del oocito impide el desarrollo del embri&oacute;n clonado a blastocisto
- blastocistos humanos clonados son posibles con el genoma del oocito + genoma del
fibroblasto (3N)
June 2013
Generaci&oacute;n de ES cells humanas post-clonaci&oacute;n
June 2013
- donantes nucleares: fibroblastos humanos fetales y de un bebe de 8 meses
- fusi&oacute;n de fibroblastos a oocitos humanos enucleados
- activaci&oacute;n con : HJV-E (Sendai virus envelope inactivado)
: estimulaci&oacute;n electrica
: trichostatin A (TSA - inhibidor de deacetilasas de histonas)
: cafeina (inhibidor de fosfatasas celulares)
- derivaci&oacute;n de 6 SCNT-ESCs a partir del inner cell mass de blastocistos
(somatic cell nuclear transfer - embryonic stem cells)
oocitos donados
1.25 mM cafeina
remoci&oacute;n del huso meiotico
(Oosight)
cafeina : inhibidor de phosphatasas
que protege el oocito de activaci&oacute;n prematura
fusi&oacute;n con fibroblasto
(HVJ-E Sendai virus)
activaci&oacute;n por
shock el&eacute;ctrico y
incubaci&oacute;n con 6-DMAP (4 hr)
y tricostatina (12 hr)
cultivo a blastocisto
6-DMAP : inhibidor de cdc25
(phosphatasa) que desfosforila CDK1
y estimula el ciclo celular
tricostatina A (TSA) : inhibidor de
deacetilasas de histonas
- eficiencia de la clonaci&oacute;n (somatic cell
nuclear transfer - SCNT) y derivaci&oacute;n de
lineas de c&eacute;lulas-madre embrionarias (ESC)
con y sin cafeina agregada
- la calidad morfol&oacute;gica de los blastocistos
fue superior con cafeina
blastocisto derivado de
SCNT sin cafeina
(inner cell mass peque&ntilde;a)
blastocisto derivado de
SCNT con cafeina
y inner cell mass bien
desarrollada (asterisco)
- eficiencia de la clonaci&oacute;n (somatic cell nuclear
transfer - SCNT) y derivaci&oacute;n de lineas de
c&eacute;lulas-madre embrionarias (ESC) de un
paciente con s&iacute;ndrome de Leigh de 8 meses de
edad
- la eficiencia es semejante con distintos donantes
de oocitos (B &amp; C)
- an&aacute;lisis de lineas de ESC (NT1-4)
derivadas del clonado de un
fibroblasto fetal (HDF-f)
an&aacute;lisis de
microsatelites
del DNA
nuclear
(derivado de
HDF-f)
DNA mitocondrial de las ESCs es
derivado del oocito
cariotipo
normal
cart&iacute;lago
expresi&oacute;n de
marcadores de
ES cells
epitelio
intestinal
formaci&oacute;n de teratomas en rat&oacute;n SCID
neuro
ectodermo
m&uacute;sculo
- donantes nucleares: fibroblastos humanos de un bebe y de un adulto (32 a&ntilde;os)
con diabetes tipo 1
- fusi&oacute;n de fibroblastos a oocitos humanos enucleados
- activaci&oacute;n con : HJV-E (Sendai virus envelope inactivado)
: estimulaci&oacute;n electrica
: trichostatin A (TSA - inhibidor de deacetilasas de histonas)
: cafeina (inhibidor de fosfatasas celulares)
: medio sin calcio
- derivaci&oacute;n de 3 ESCs a partir de fibroblastos del bebe y 1 ESC de fibroblastos
adultos
perfil de marcadores de pluripotencia
-
perfil de marcadores de fibroblastos
teratoma
comparaci&oacute;n del
transcriptoma
de ESCs y
fibroblastos
neuronas (Tuj1) en
neuronas
derivadas de ESCs
c&eacute;lulas beta
del pancreas
inducidas a
partir de las
ESCs
secreci&oacute;n de insulina
de las c&eacute;lulas beta
inducidas
en respuesta a KCl
PDX1: marcador
de c&eacute;lulas beta
- donantes nucleares: fibroblastos humanos dos adultos (75 y 32 a&ntilde;os)
- derivaci&oacute;n de 1 ESC de cada individuo
- patologias causadas por mutaciones en el genoma mitocondrial (herencia materna o adquirida)
remoci&oacute;n del
huso (carioplasto)
husos transferidos
(flechas)
- transferencia de huso (spindle transfer - ST) entre dos oocitos de donantes distintos
seguida de fertilizaci&oacute;n por ICSI (intracytoplasmic sperm injection), desarrollo a
blastocistos y aislamiento de c&eacute;lulas-madre embrionarias (ESC)
- desarrollo y derivaci&oacute;n de ESCs de embriones
controles y oocitos despu&eacute;s de transferencia
de huso
- se generaron monos normales por fertilizaci&oacute;n
de oocitos despu&eacute;s de transferencia de huso
- t&eacute;cnica podr&iacute;a ser usada para generar gametas (oocitos) libres de mutaciones mitocondriales
Generaci&oacute;n de ES cells humanas post-clonaci&oacute;n
- clonaci&oacute;n humana podr&iacute;a generar c&eacute;lulas-madre para el tratamiento de pacientes con enfermedades
causadas por mutaciones en el DNA mitocondrial (lo que las iPS cells no permiten)
Fusi&oacute;n de c&eacute;lulas - heterocarions
Yamanaka &amp; Blau (2010) Nature
- factores de las celulas m&aacute;s abundantes en la fusi&oacute;n
determinan el fenotipo del heterocarion
Reprogramaci&oacute;n de c&eacute;lulas adultas en c&eacute;lulas pluripotenciales
Cell, August 25, 2006
Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4 pueden &quot;reprogramar&quot; fibroblastos adultos de rat&oacute;n
y transformarlos en lineas celulares pluripotentes o multipotentes (iPS)
iPS: induced pluripotent cells
Reprogramaci&oacute;n de c&eacute;lulas adultas en c&eacute;lulas pluripotenciales
- dise&ntilde;o experimental: Fbx15 - gene expresado en ES cells
: fibroblastos de rat&oacute;n con un alelo modificado de Fbx15 que
controla cassette b-geo (resistencia a neomicina)
: transducci&oacute;n con pooles de virus que expresan factores de
transcripci&oacute;n
: selecci&oacute;n con neomicina
: an&aacute;lisis de los pooles que crecian para determinar los factores
Oct4, Klf4, c-myc,Sox2
Yamanaka &amp; Blau (2010) Nature
tres caminos para generar celulas pluripotenciales
Reprogramaci&oacute;n de c&eacute;lulas adultas en c&eacute;lulas pluripotenciales
Cell, November 30, 2007
Reprogramaci&oacute;n de c&eacute;lulas adultas en c&eacute;lulas pluripotenciales
- potencial terapeutico de iPS cells
: generaci&oacute;n de c&eacute;lulas pluripotenciales a partir de
c&eacute;lulas adultas del paciente (por ej. fibroblastos de una biopsia)
: correcci&oacute;n del defecto gen&eacute;tico en las c&eacute;lulas aisladas por transg&eacute;nesis
o gene targeting
: transplante de las c&eacute;lulas &quot;corregidas&quot; al paciente en el &oacute;rgano adecuado
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012 was awarded jointly to Sir John B. Gurdon and Shinya Yamanaka
&quot;for the discovery that mature cells can be reprogrammed to become pluripotent&quot;
Tratamiento con c&eacute;lulas adultas reprogramadas
terapia de un rat&oacute;n con anemia falciforme (&quot;humanizado&quot; con el locus de globina
humano mutado) con c&eacute;lulas iPS de la piel del corregidas en el locus de globina por
recombinac&iacute;on hom&oacute;loga
Tratamiento con c&eacute;lulas adultas reprogramadas
transfecci&oacute;n
con Hoxb4
(factor de
transcripci&oacute;n)
Oct4
Sox2
Klf4
c-Myc (flox)
Tratamiento con c&eacute;lulas adultas reprogramadas
eritrocitos
control
eritrocitos
falciformes
(flechas)
eritrocitos
&quot;rescatados&quot;
- fibroblastos de la piel de 5 pacientes con Parkinson's
- producci&oacute;n de iPSCs con Oct4, Sox2, cMyc y Klf4 o con Oct4, Sox2 y Klf4
solamente (evita el protoncogen cMyc)
- vectores lentivirales flanqueados por sitios loxP
- factores inducibles por doxiciclina (promotor Tet)
- remoci&oacute;n de los vectores por expresi&oacute;n transiente de la recombinasa Cre
- aun sin los factores, las lineas iPSCs se mantienen indefinidamente (30 pasajes)
TRE: tetracyclin
response element
recombinaci&oacute;n deja
un sitio LTR insertado
en el genoma
teratoma inducido por
c&eacute;lulas iPSCs derivadas
de fibroblastos adultos
PNAS USA Sept 7, 2010
- fibroblastos de la piel de 3 pacientes con Parkinson's
- producci&oacute;n de iPS con Oct4, Sox2 y Klf4 (vectores lentivirales)
- inducci&oacute;n de c&eacute;lulas neuronales in vitro (10% dopamin&eacute;rgicas)
- transplante al estriado lesionado de ratas
human graft in
rat brain 16
weeks after
operation
- neuronas humanas se instalan en el estriado da&ntilde;ado de ratas (16 w)
PNAS USA Sept 7, 2010
- mejor&iacute;a de asimetr&iacute;a locomotora inducida por amfetamina en ratas
lesionadas con implantes
Conversi&oacute;n entre tipos celulares con factores definidos
- para ciertos sistemas, un tipo celular puede ser convertido en otro
(reprogramaci&oacute;n directa) por combinaciones espec&iacute;ficas de factores
de transcripci&oacute;n y miRNAs
- requiere de mucho conocimiento sobre el desarrollo embrionario de los
tipos celulares involucrados
Aug 2011
- neural tube formation during
vertebrate development
(neurulation)
- motoneuronas (MN): dominio que expresa Olig2; Nkx6.1; Pax6; Ngn2; Mash1
- adem&aacute;s (no mostrado): Isl1; Lhx3; Hb9
Conversi&oacute;n entre tipos celulares con factores definidos
Aug 2011
- conversi&oacute;n de fibroblastos en motoneuronas funcionales
iN: factores que inducen la diferenciaci&oacute;n de
precursores neuronales
MN: motoneuronas
Hb9: gene expresado tipicamente en
motoneuronas (sirve para monitorear
la formaci&oacute;n de MNs)
Hb9:GFP: rat&oacute;n modificado con GFP bajo
control del gen Hb9 end&oacute;geno
Conversi&oacute;n entre tipos celulares con factores definidos
Aug 2011
- conversi&oacute;n de fibroblastos en motoneuronas funcionales
- expresi&oacute;n de marcadores de motoneuronas
maduras
Conversi&oacute;n entre tipos celulares con factores definidos
Aug 2011
- conversi&oacute;n de fibroblastos en motoneuronas funcionales
- transplante en espina dorsal de embriones de gallina: formaci&oacute;n de axonas
Biolog&iacute;a del desarrollo y c&eacute;lulas-madre
-formaci&oacute;n de las ves&iacute;culas
cerebrales durante el desarrollo
Biolog&iacute;a del desarrollo y c&eacute;lulas-madre
-condiciones de cultivo de agregados de ES cells de rat&oacute;n para generaci&oacute;n de
diferentes tejidos (Y Sasai et al)
-auto-organizaci&oacute;n de agregados de mES cells en optic cups con neuroretina (NR) y epitelio
pigmentado de retina (RPE) en presencia de componentes de matrix extracelular (matrigel)
- formaci&oacute;n de las capas del neuroepitelio de la retina (ONL, outer nuclear layer; INL, inner
nuclear layer; GCL, ganglion cell layer; PR, photoreceptors; BP, bipolar cells)
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