UnB

Universitat Autonoma

Adriana Galvez Playa, Grau en Biologia, 2013-2014 de Barcelona

Regeneracié de retina a partir de cel-lules mare

Introduccio

La medicina regenerativa retinal utilitza cél-lules mare pluripotents per restaurar la visi6 en aquelles malalties degeneratives retinals que fins ara eren considerades incurables i causaven
ceguesa. Tot i que els mamifers tenen cél-lules mare retinals, aquestes no tenen la capacitat de regenerar les cel-lules danyades, per aix6 s’han hagut de desenvolupar protocols de diferenciacié
de cél-lules mare pluripotents i la posterior introduccié d’aquestes a la retina hoste lesionada.
L'ull, i especialment la retina, és un drgan amb potencial per a la seva regeneracio (Fig. 1), i té certs avantatges:

— Capag d’integrar cel-lules trasplantades i crear connexions sinaptiques amb aquestes amb una correcta polaritat

— Localitzacié immunoprivilegiada

— Facil de monitoritzar

— Requereix poca manipulacié
Les ceél-lules mare pluripotents utilitzades en aquest estudi sén ESc (Embryonic Stem Cell) i iPSc (Induced Pluripotent Stem Cell), ja sigui en models murins com humans.
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Els principals objectius d’aquest estudi son: Q oo s

—Diferenciacié d’ESc o iPSc en medis de diferenciacio retinals

—Caracteritzacié de cél-lules retinals

— Aplicacions cliniques, trasplantaments de ceél-lules retinals per a restaurar la

funcié visual lesionada.
La metodologia emprada s’ha basat en articles bibliografics de les principals revistes
tant cientifiques com especialitzades en I'ambit oftalmologic.
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Figura 1. Estructura retina. (A) Tall
sagital de I'ull on es senyala la
retina. (B) Capes cel-lulars d'una
retina danyada. (Modificat de
CEDIBA [6])
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Diferenciaciod i Caracteritzacio

S’han desenvolupat protocols de diferenciacié per obtenir linies cel-lulars associades a la Opsina
retina (Fig. 2). Per induir a la diferenciacié d’ESc o iPSc hi ha 3 métodes:

— Diferenciacio per defecte, els factors intrinsecs propis fan que es diferenciin

— Diferenciacié directa, amb I'addicié de factors exogens s’indueix la diferenciacio

neural i retinal Rx Crx
— Diferenciacié sense intermediaris, tractament de cél-lules somatiques sense la %w szx% " 52?3’32’,7,‘?3
necessitat d'utilitzar iPSc per obtenir cél-lules retinals Octd Nestina Rx
Per a la diferenciacié neural i posteriorment I'obtencié de cél-lules amb fenotips retinals Nanog m g.axss
s’han d’inhibir les vies de senyalitzaci6 Wnt i alguns factors de creixement de la M'f;,
superfamilia TGF-B, com so6n proteines BMP (Bone Morphogenetic Proteins), Nodal i Mitf RPE-65
Activina [1]. Per modificar aquestes vies s'introduiran certs inhibidors/antagonistes en les Fext gg;T .
consecutives fases de diferenciacié6 que poden ser proteines o molécules de baix pes
molecular (Fig, 2) [‘I, 2]A Figura 3. Esquema sobre els marcadors cel-lulars expressats en cada estadi de diferenciacié especific.
- " . . . . Serveix per a caracteritzar cada tipus cel-lular en el cultiu de diferenciacié retinal i poder purificar-los per a
Per a la caracteritzacié cel-lular retinal hi ha diferents metodologies: posteriors aplicacions cliniques.

e e ool El principal métode de caracteritzaci6 de cél-lules retinals és aquell que qualifica els marcadors
lodes es ontrol de . . oA A . " Y .
cel-lulars moleculars | Métodes funcionals cellulars de cada fase de diferenciacio, és a dir, depenent de quin factor de transcripcié expressin

ens trobarem davant d’un tipus cel-lular o d’un altre (Fig. 3). L'obtenci6 i caracteritzacié correcta de
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c(; °°?'_avd s RT-PCR,aCGH  Diferenciacié directa cel-lular, fotoreceptors (Fig. 4) i cél-lules de RPE (Fig. 5) és un aveng important per a posteriors tractaments
itometria de flux Cariotipatge clinics.
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Figura 5. Caracteritzaci6 de les céllules de RPE. (A) Cultiu de RPE
derivades d’ESc de mono amb morfologia cel-lular hexagonal i elevada
L Y ) Figura 4. Caracteritzacié de fotoreceptors a concentracié de pigments. (B) Expressio del factor de transcripcié RPE-
|N,m;,,,a,,,,da,a +ActivinaA partir d’'una analisi immunocitoquimica. (A) 65, caracteristic de les cél-lules RPE. (C) Formaci6 de tight junctions

Expressié de rodopsina, caracteristica dels entre les cél-lules de RPE a partir d'anticossos ZO-1. [2]
bastons. (B) Coexpressio de rodopsina i

recoverina, tipica de bastons madurs. (C i D)

Caracteritzacié d’opsina tipica dels cons. [2]

Figura 2. Cada estadi de diferenciacié especific és degut a la introduccié de factors extrinsecs. Per
iniciar la diferenciacio retinal s’han d'introduir factors antagonistes de les vies Wnt, Nodal o TGF-B. La
diferenciaci6 cap a RPE o Fotoreceptors dependra dels factors introduits al cultiu cel-lular.

Aplicacions cliniques Conclusions

Les malalties o desordres visuals tenen una elevada incidéncia en La medicina regenerativa aplicada al tractament de malalties visuals ha
la poblacié mundial, perd es coneix que un 90% d’aquesta poblacié T'a:&';;‘:fn':f"' patit grans avengos en les Ultimes decades, tot i ser un camp
amb algun tipus de desordre visual es concentra ens paisos en h prometedor hi ha pocs grups que hagin comengat amb els assaigs
desenvolupament. Algunes de les principals malalties que es Retina clinics, doncs encara hi ha barreres a superar:
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poden tractar am.b’ la medicina rege.:nerativa: — Cultius de diferenciacié retinals poc eficagos
—Degeneraci6  Macular  Senil (AMD, Age-related Macular — Caracteritzacio cellular poc especifica, aixd pot comportar la

Degeneration) B Nervl optic formaci6 de teratomes
— Retinosis Pigmentaria (RP)

— Malaltia de Startgard (STGD)

Els millors tipus cel-lulars a I'hora de realitzar els trasplantaments  Figura 6. Esquema sobre el trasplantament de cél-lules A . . . . "
son cél-lules de RPE (Fig. 7) i fotoreceptors immadurs (Fig. 8), sha  Mare a lespai subretinal. — Métodes de trasplantament subretinals poc eficients. Hi ha integracié

vist que s'integren millor que cons i bastons madurs [3]. perd amb poques cél-lules o bé es formen agregats cel-lulars

— Problemes d'immunorebuig, doncs s'utilitzen substancies d’origen
animal en els cultius de diferenciacié

— Dificultat en la creacié de connexions sinaptiques entre les cél-lules

Els trasplantaments cel-lulars es fan en I'espai subretinal (Fig. 6), ja sigui a partir de puncions o amb un scaffold hoste i les trasplantades

proteic.
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Figura 7. Supervivencia de cél-lules RPE derivades de
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hiPSc en un model muri albi. (A) Observacio6 del fons de Figura 8. (A) Céllules fotoreceptores Pde6b [4). Lf V etal. Long-terrv fa_fety and efficacy of human-induced pluripotent stem cell (iPS) grafts in a
ull amb cél-lules pigmentades. (B-C) Cél-lules de RPE (fosfodiesterasa) es van posicionar a I'ONL (Outer preclinical model of retinitis pigmentosa. Mol. Med. 2012; 18: 1312-1319.
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