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La esperanza de vida maxima tiene que ser con la ayuda
de la medicina regenerativa. De la posibilidad de fabricar 6rganos propios
de nuestro propio tejido, de nuestras propias células, sin miedo

al rechazo.

Dr. Jesus Tres Guerras



CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

PAGINA D’AGRAIMENTS | DEDICATORIES

M’agradaria agrair a tot I'equip d’investigacié de I'IlBEC ( Institut de Bioenginyeria de
Catalunya ) tot el que han fet per tal de poder-me ajudar en tot el que han pogut, per
oferir-se en ajudar-me amb qualsevol cosa i per donar-me l'oportunitat de poder
saber com és el dia a dia la investigaci6 dins d’un laboratori. En especial donar les
gracies al Sr. Angel Raya que és el cap d’investigacio en cél-lules mare i a la Laia
Gregori que ha estat I'estudiant de master que m’ha guiat durant els meus dies al
laboratori.

D’altra banda també m’agradaria agrair a en Carlos Semino, a la Caterina i a la
Patricia, professor i alumnes de master a I'lQS ( Institut Quimic de Sarria ), la
possibilitat de poder seguir i participar en dos investigacions, una de les quals es

realitza amb els diners guanyats a la Maraté de TV3 de I'any 2012.

També m’agradaria donar les gracies al meu tutor de I’ institut a I’ Albert Arcas per
guiar-me a I'hora de realitzar el meu treball i a la Muntsa Estrada per oferir-se i

ajudar-me a entendre tot allo que m’era nou en el mén de la biologia.

Finalment, m’agradaria donar les gracies a la meva mare ja que ha estat la que m’ha
portat als laboratoris per poder realitzar la part practica del treball i també la que em
va acabar de convencer per fer el treball sobre aquest tema. També donar-li gracies
perque molts laboratoris em deien que el que volia fer era impossible per la edat que
tenia i ella em va convéncer per continuar enviant correus i concertar entrevistes a

varis laboratoris per aconseguir fer el que realment m’agradés.

Figural la Laiaijo Figura 2 Angel Raya Figura 3 Carlos Semino



CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

INDEX
PrOIEQ. ..t pag 5
IO 110 To [F oo o JO PP URRRRUPPPPPI pag 7
1.1. Origen de I'estudi les cél-lules mare..............ccccceeeeenn. pag 8
1.2. Qué son les cél-lules mare? Com es formen?............. pag 10
1.3. Tipus de cél-lulesS Mare........cccccoeeviciiieeees e pag 11
1.4. Métodes d’obtencid de cél-lules mare...................... pag 19
1.5. Usos de les cél-lules mare...........ccccceniiiiiiiiiiiiiiiiinnnee pag 20

1.6. Aspectes legals, étics i morals de les cél-lules mare....pag 20

2. EXPERIMENTACIO . ....coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ene e pag 22
P28 N0V = (oo (o] (o o[- VSRRSO pag 22
2.2 Practica IBEC............oiiiii e pag 26

3. “Redaccid” de I'estancia a I'lQS i de I'experiment realitzat alla.............. pag 104

4. Articles sobre noticies importants de cél-lules mare.............................. pag 105

5. Conclusions generals del treball...............ooooorriiiii i, pag 117

6. Vocabular CIentifiC.............uuuuiiiiiiiiii e pag 119

7. Bibliografia............oovuviiniiei e pag 123

8. Annex: Material de la part experimental.............cccoeeeiieieeiiieiiiiiiice, pag 126



PROLEG

El tema que he escollit pel meu treball de recerca ha estat el mén de les cél-lules
mare. El motiu que m’ha portat a triar-lo és tot el que es pot arribar a fer amb elles.
D’altra banda, el mon de la ciéncia, en especial el de la biotecnologia sanitaria,
m’apassiona. El fet de poder curar o si més no descobrir alguna cosa per en un futur
o en l'actualitat acabar definitivament amb alguna malaltia em déna molta motivacio i
competivitat per aconseguir allo que molts desitgem. També, un dels motius que em
porta a fer aquest treball és I'aveng cientific i la importancia de les cel-lules mare

actualment junt amb algun dels seus descobriments.

L’objectiu del meu treball és saber si els cardiomiocits son bons marcadors de I'estat
de progenitor cardiac ( en teoria quan estan en estadi de progenitors cardiacs,
expressen Nkx2.5 i GFP pero es vol confirmar ). En el mateix experiment
averiguarem si quan els cardiomiocits expressen GFP vol dir que estan en estat de
progenitor cardiac. Tot aixo formara part de la meva part practica. Aquest experiment
el podré acabar perd també participaré a una recerca d’'un altre projecte amb
cél-lules mare en el qual hi col-labora la Marat6é de TV3. Aquest Ultim és massa llarg i
no em donara temps d’acabar-lo, per tant, amb les técniques que hagi apres en el
primer projecte em podré fer una idea de com acabara. A més a més el projecte de

I'lQS també em servira per agafar més practica i experiéncia dins d’un laboratori.

Per tal d’aconseguir tot el que he plantejat he organitzat el treball de la seglent

manera.

Primer de tot introduiré el tema explicant I'origen de I'estudi de les cel-lules mare.
D’altra banda també explicaré com actuen, com es diferencien, etc. Tot seguit
anomenaré els diversos tipus de ceél-lules mare que hi ha, les fonts d’obtencio, el
nom que reben... Seguidament ve el que és el cos central del meu treball, les
cél-lules IPS ( cél-lules mare pluripotents induides ), ja que igual que els
cardiomiocits ocupen un paper important a la meva recerca. A partir d’ aquesta
informacié, em centraré en els usos de les cel-lules mare, els avencos |

descobriments actuals relacionats amb aquestes. Finalment explicaré els aspectes
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legals, etics i morals que comporta treballar amb cél-lules mare a Catalunya, perqué
aixi pugueu entendre totes les dificultats amb les que ens trobem a I'hora de fer
investigacions o simplement manipular cél-lules mare. Tot aixo formaria part de la
teorica. Pero el meu treball es divideix en dues parts, i la segona és la practica que
consisteix en anotar tot el procediment de I'experiment realitzat a I''BEC i al final
explicar per sobre el de I'lQS ja que no el podré acabar. La part practica, com
gualsevol experiment, constara d’uns objectius, el material, la metodologia, el
procediment, els resultats o problemes i les conclusions. D’altra banda també
adjuntaré alguna fotografia per visualitzar una mica més els experiments. Una de les
altres raons de comparar les dues investigacions é€s veure com es du a terme un
projecte comencat i acabat i un altre que gracies a una col-laboracié economica ( en
aquest cas de la Maraté de TV3 ), podré veure en qué s’inverteixen els diners
aconseguits i explicar la investigacio més recent que porten a terme. Una de les
coses que m’ha ajudat més a introduir-me en aquest tema ha estat la oportunitat que
he tingut de realitzar la meva part practica a I'lBEC ( Institut de Bioenginyeria de
Catalunya ) i a I'lQS ( Institut Quimic de Sarria ). A 'lBEC vaig tenir la sort que tot
'equip em va acceptar com un més del seu equip d’investigacié i em van facilitar
moltes coses que no m’hagués imaginat, com podria ser manipular part de
'experiment, fer alguna practica a part, ensenyar-me totes les instal-lacions, com
funcionava tot, etc. D’altra banda a I'lQS també m’han ajudat molt i igual que I’ IBEC
em van ensenyar tots els laboratoris de la universitat, i em van deixar manipular i
participar en els dos projectes que seguia. Per facilitar la lectura de tot el treball, he

fet un mini recull de vocabulari cientific que he anat anomenant.
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INTRODUCCIO

Les cél-lules mare en concret és un tema del qual tot i existir fa anys, se’'n parla
publicament des de fa pocs anys. Aixo és degut a que és una part de la ciencia que
a molts paisos ja sigui per raons etiqgues, morals o religioses encara no es pot

manipular i per tant limita molt I’ aveng en curacié de malalties, etc.

Amb aquest treball pretenc fer conéixer una mica més aguest mon que ens envolta i
gue per a la majoria de les persones és desconegut. Crec que hauriem de saber el
maxim sobre aquest tema ja que es parla que podria ser la soluci6 per a la curacio

de moltes malalties en un futur.

Crec que de la manera en qué he estructurat el treball puc fer entendre la gran
importancia que tenen les ceél-lules mare en l'actualitat i la importancia que poden

tenir en un futur molt proper.
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1.1 ORIGEN DE L’ESTUDI DE LES CEL-LULES MARE

El mén de les cél-lules mare va sorgir per primera vegada fa molts anys. Tot seguit

faré una breu descripcié dels avencos més importants que hi ha hagut a la historia

de les cél-lules mare fins ara a I'actualitat.

X/

L)

1850 - Descobriment d’'unes cél-lules que podien generar cél-lules d’altres

tipus.

1900 — Van ser descobertes les primeres cél-lules mare quan es va observar

gue unes cel-lules generaven cel-lules mare sanguinies.

1958 — Jean Dausset ( cientific francés ) va descobrir la causa del rebuig en
molts transplantaments. Va descobrir que a la superficie de la membrana
cel-lular hi havia unes proteines especialitzades, les quals rebien el nom
d’antigens leucocitaris humans ( HLA ). Els antigens s’encarreguen que el
sistema immunitari determini el que accepta i el que no en el cos. Quan el
sistema immunologic troba antigens a una cel-lula, el sistema immune genera

anticossos i altres substancies per destruir el que percep com a desconeguit.

1960 — Es diu que les cél-lules mare dels mamifers son de dos tipus:

embrionaries i adultes.

1960 - Les cel-lules mare embrionaries i adultes van ser descobertes per uns

cientifics canadencs ( Ernest A.Mc Culloch i James E. ).

1973 — Uns metges de I'Hospital de Nova York Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center van realitzar el primer transplantament de medul-la 0ssia d’'un
donador no relacionat amb el parentesc. Les cél-lules mare de la medul-la
ossia van actuar treballant en els ossos del receptor creant una medul-la sana

la qual era necessaria per la produccio de globuls blancs i vermells.
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1973 - Les cél-lules mare de la medul-la 0ssia mostren antigens de I’ HLA que

requereixen proves per minimitzar la possibilitat de rebuig.

1973 — Les ceél-lules de la sang del cordd presenta menys risc de rebuig.

1992 — Les cél-lules mare de les neurones es cultiven in vitro per primera

vegada.

1994 - Primera vegada que s’obtenen cél-lules mare embrionaries. Es van

aillar a partir d’'un blastocist procedent de fecundacio in vitro.

1998 — Un grup de cientifics de la Universitat de Wisconsin van aconseguir el

primer cultiu de cel-lules mare embrionaries humanes a partir de blastocists.

1999 — Es va descobrir el procés de diferenciacio.

2006 — A partir de cel-lules del fetge i del corddé umbilical obtenen ceél-lules

mare sanguinies.

2008 — Formacié de les cél-lules mare IPS a partir del fetge i estbmac d'un

ratoli adult.

2013 — Per primera vegada amb el metode de transferencia nuclear es clonen

cel-lules mare humanes.

2013 — Es crea una vacuna amb dosis de cél-lules mare contra la diabetis.

2013 — Creacio d’'un fetge artificial mitjancant les cél-lules mare.

2013 — Formacié d’'una hamburguesa feta de cél-lules mare.

2013 — Un cor de ratoli reconstruit amb cél-lules mare torna a bategar.
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% 2013 — Microcervells creats a partir de cel-lules mare.

% 2013 — Cientifics aconsegueixen re-programar cel-lules mare dins del cos.

% 2013 — Es dona via lliure per provar en pacients, cel-lules mare contra el

parquinson.

% 2013 - Cientifics obtenen pell artificial a partir de cel-lules mare del cord6

L)

umbilical.
% 2013 - Es creen mini-ronyons humans a partir de cél-lules mare.

% 2013 — Transformen cel-lules mare en cel-lules pulmonars funcionals.

1.2 QUE SON LES CEL-LULES MARE? COM ES FORMEN?

El concepte de ceél-lules mare ( stem cell en angles ) es refereix a totes aquelles
cél-lules que son indiferenciades i tenen la capacitat d’ autorenovar-se i reproduir-se
indefinidament. Podriem dir que son especials ja que a partir d’'una ceél-lula mare,
mitjancant el procés de diferenciacio podem obtenir altres cél-lules especialitzades
en diferents funcions ja sigui en cél-lules cardiaques, musculars, nervioses, etc. Un
cop hagin acabat el procés de diferenciacio, aquestes cél-lules perden la capacitat
de dividir-se ( Fig.4 ).

Blastocyst
Pluripotent stem cells
Figura 4 Procés de diferenciacio d’'una stem cell fins a no poder-se ""'\'
diferenciar més. http://mcolille.over-blog.es/article-cafe-cientific-cel- Endoderm Ectoderm
lules-mare-embrionaries-i-cel-lules-ips-113607814.html Pancreas Ste\,',, cells
oo
- Liver Neuron
§_<
Mesoderm
v 1N
Heart Blood Bone
& %
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D’altra banda, també identifiquem a les cél-lules mare, com a cél-lules biologiques
gue es poden trobar a tots els organismes multicel-lulars i que es divideixen per
mitosi. Per tant, sempre d’'una, n'obtindrem dues d’idéntiques. Generalment les

solem trobar en el cordé umbilical, a la medul-la 0ssia, als teixits i a alguns organs.

Un exemple de la formacio de les cél-lules mare és el desenvolupament huma a
partir de la fecundacié ( Fig.5 ). Amb la fecundaci6 d’un ovul i un espermatozoide es
forma la cel-lula mare per excel-léncia, el zigot, que en aquest cas té la capacitat de
totipoténcia. Tot seguit, mitjancant la mitosi, el zigot es divideix en cél-lules
totipotents identiques. Al llarg dels seglents dies, com qualsevol cél-lula mare,
aguesta anira especialitzant-se fins a tal punt de formar el blastocist el qual servira
com a una altra font d’obtencié de cél-lules mare encara sense especialitzar, que al
llarg del temps podran arribar a formar o regenerar organs, teixits, etc. Per tant,

estariem parlant de cél-lules mare amb pluripoténcia.

Q*'LO} S / b e

Figura 5 Origen de les cel.lules mare d’origen embrionic. Esquema reproduit de la publicacié. The

end of the beginning for pluripotent Stem Cells. Nature 414: 92-97.

1.3 TIPUS DE CEL-LULES MARE

Dins el camp de les cél-lules mare, si ens referim a les diferents fonts d’obtencid, les

podem distingir en dos grans grups ( Fig.6 ):

% Cél-lules mare embrionaries ( CME ).

11
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% Ceél-lules mare adultes ( CMA).

Figura 6. Esquema dels dos tipus

. ) de ceél-lules mare segons la font
/@, Céluia madre
Célula madre s adulta d’obtencio.
.5pas) : http://www.tocogyn.com/umbilical-

. Céluta madre
*  embrionaria tipos-celulas-madre.asp

- Cél-lules Mare Embrionaries

Aquest tipus de ceél-lula mare procedeix de la massa cel-lular interna d’embrions en
estat de blastocist. A partir del qual es pot formar qualsevol dels tres estadis

embrionaris (endoderma, ectoderma i mesoderma ).

Les ceél-lules mare embrionaries es caracteritzen per tenir multipotencia i
pluripoténcia a la vegada, per aixo, les CME poden donar lloc a noves cél-lules mare
o a teixits cel-lulars del nostre cos. D’altra banda les CME tenen bastants avantatges
de cara a I'is clinic i cientific. Per exemple, el cultiu d’'un fetus originat per cultiu in
vitro i en condicions in vivo donaria lloc al creixement de noves cél-lules mare
embrionaries. D’altra banda, es poden obtenir a cliniques de fertilitat de manera facil
mitjancant el cultiu in vitro i in vivo. Aquestes cél-lules també es caracteritzen per un
fet molt important que és que a partir d’'una linia cel-lular es poden obtenir milers de

cél-lules, cada una amb diferents qualitats.

Tot i aix0, les cél-lules mare embrionaries, com qualsevol mecanisme del nostre
organisme, té els seus inconvenients. Un d’ ells és que les CME soén dificils de
controlar tant en el seu creixement com en el procés de diferenciacié. Per tant, és
molt important que es dugui un control durant els primers dies de cultiu. Un altre
problema que pot originar I' us de CME és que poden afectar en el sistema
immunologic del pacient, ja que pot ser que es produeixi rebuig. Aixo seria degut per
el canvi de condicions que hi ha en el medi de cultiu a on s’han format i a
'organisme del pacient. D’altra banda les CME que encara no s’han diferenciat
poden produir tumors benignes o teratomes quan son trasplantades a organismes

adults. Per aix0 actualment per evitar aquest problema intenten que a I'hora del

12
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transplantament, totes les cél-lules ja s’hagin diferenciat. Un altre dels inconvenients
que té la utilitzaci6 de cel-lules mare embrionaries és que es poden produir
infeccions ja que molts cops el material utilitzat pel creixement de les CME és
d’origen animal. Per tant, podrien contenir alguns agents infecciosos, tant virus com
bacteris, els quals el sistema immunologic huma no en produeix anticossos i per tant
no hi podria combatre. També, un dels problemes més comuns és que hi ha la
possibilitat de que hi hagi algun defecte genetic en el procediment de clonatge
terapéutic. Aquest problema es presenta quan les cel-lules de les quals obtenim les
CME tenen algun problema genetic. Llavors, aquest problema també apareixeria a
les cel-lules mare embrionaries. Finalment un dels problemes que pot causar la seva

utilitzacio és I'aparicié de tumors malignes.

- Obtenci6 de cél-lules mare embrionaries

Primer de tot mitjancant la fecundacio in vitro es fertilitza un ovocit ja sigui posant-lo
amb contacte amb un espermatozoide o injectant varis gametes masculins a I'ovocit
( injeccio intracitoplasmatica, Fig.7 ). Un cop fecundat, obtindrem la primera cél-lula

mare embrionaria, el zigot.

Figura7 Procés d'injeccid intracitoplasmatica.
http://es.wikipedia.org/wiki/Inyecci%C3%B3n_intracitoplasm%C3%Altica_de_espermatozoides

Tot seguit el zigot es divideix per meiosi, per tant estariem parlant d’'un cicle
diploide. La seva divisié dona lloc a la morula i finalment al blastocist que és una

etapa del desenvolupament embrionari dels mamifers. Tot seguit, el blastocist, que

13
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€s un conjunt de cél-lules identiques a les del zigot, s’implanta a I'iter i a partir
d’aquell moment comencga la formacié del futur embrid. Les cel-lules del blastocist
reben un nom peculiar ( Fig.8 ):

ES ( Embryonic Stem Cells ) = Cel-lules mare embrionaries

Durant aquest procés les cél-lules son totipotents ja que I'embrié encara no ha

format les tres capes germinals i esta envoltat d’'unes cél-lules que el protegeixen.

Obtencion de células madre embrionarias

Cilulas Madre
Embrionarias

S weves ol i s
dmeed Ly Gl madee
ambaonaia

. Masainterna ) e

Figura 8 Procés de formaci6 de cél-lules mare embrionaries (CME).
http://mww.uciencia.uma.es/Revista-Uciencia/Ellas-investigan/Investigacion/Celulas-madre-la-

panacea-de-la-medicina-del-siglo-XXI

Seguidament s’extreuen les cél-lules interiors del blastocist i a partir d’aqui poden

tenir dues aplicacions diferents.

A) Es fa un cultiu de cel-lules mare embrionaries reproduint les mateixes o
semblants condicions del teixit que es vol formar, per dur a terme el procés de
diferenciacié. Durant la diferenciacio, les cel-lules mare passen per molts
estats diferents els quals faran que es transformin en cél-lules mare del

mesoderma, I'ectoderma i I'endoderma. Un cop diferenciades totalment ja no

14
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tenen la capacitat de diferenciar-se per segon cop. Per tant, cada ceél-lula

mare només té activada la informaciod del teixit al qual pertany.

B) Una altra possibilitat seria utilitzar cel-lules mare encara sense diferenciar. Ja
gue durant molt temps molts cientifics han demostrat que les cel-lules mare
indiferenciades actuen a la zona afectada i alla comencen el procés de

diferenciacié. Per tant podrien ser la solucié a moltes malalties.

- Cél-lules Mare Adultes

Les cel-lules mare adultes també es coneixen com a cél-lules mare especifiques de
teixit. Es troben en els organismes de fetus en desenvolupament, en recent nascuts,

en nens i adults.

Comparades amb les céel-lules mare embrionaries, aquestes, solen ser mes limitades
en nombre i també més especialitzades ja que només poden formar un o dos tipus
de teixit com pot ser cel-lules de la sang, musculars, etc. Les céel-lules mare adultes

es divideixen en tres grans blocs:

« Cel-lules mare de la medul-la ossia.
« Ceél-lules mare nervioses.

% Altres tipus de cel-lules mare ( sanguinies, musculars, etc).

- De les cel-lules mare extretes de la medul-la en podem distingir varis tipus ja que

és la principal font d’obtencié de cél-lules mare adultes. En podriem destacar:

- Cel-lules mare hematopoetiques ( cél-lules sanguinies ).
- Cel-lules mare mesenquimals.
- Cel‘lules mare de la “ Side Population *.

- Cel-lules mare MAPC ( multipotent adult stem cells).

D’altra banda les cél-lules mare nervioses, mitjancant la diferenciacié podrien

acabar donant lloc a neurones o a qualsevol teixit nervios.

- Finalment quan parlem d’altres tipus de cél-lules mare adultes, ens trobariem amb

les cél-lules satél-lit o mioblast.

15
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L’4s de cel-lules mare adultes té els seus avantatges i inconvenients. Els avantatges
que tenen és que poden ser utilitzades per crear gairebé qualsevol teixit huma
( molta flexibilitat ). D’altra banda comparades amb les cél-lules mare embrionaries,
aquestes son més especialitzades i també sén més facils d’induir. Finalment, un dels
avantatges més profitosos que té I'us de CMA és que no provoquen problemes en el

sistema immunologic del pacient.

Si ens centrem en els seus inconvenients podem veure que si estan en cultiu tenen
una vida “ limitada “ ja que no es poden arribar a reproduir les caracteristiques
necessaries. També és més dificil treballar amb elles a gran quantitat perque
comparat amb les CME, d’aquestes només en podem obtenir petites quantitats.
D’altra banda, les CMA que hagin estat en cultiu poden ser 'origen o el focus de

noves malalties, o tenen la possibilitat de “ morir “ durant la seva experimentacio.

Les ceél-lules mare adultes es diferencien de les embrionaries ja que poden dur a
terme la transdiferenciacio. Durant tots aquests anys d’'investigacié en el camp de
les cél-lules mare s’ha comprovat que les ceél-lules mare adultes no només es
diferencien un cop sind que tenen la capacitat de diferenciar-se per segon cop i aixi
obtenir una segona cel-lula especialitzada en una altra funcié ( Ex: cel-lules

neuronals - cel-lules sanguinies ).

- Obtenci6 de cél-lules mare adultes
Quan parlem de I'obtencié de cél-lules mare adultes, podem distingir dos métodes:

% Ultilitzant una maquina d’aféresis terapeutica.

«» Puncio de medul-la ossia.

El métode de la maquina d’aferesis terapéutica consisteix en separar les cél-lules
mare adultes de la sang del pacient amb la maquina. Tot seguit s’aillen per mitja
d’'un separador cel-lular. La sang arriba a aquest separador mitjancant una vena. A
més a més d’aillar les cél-lules, el separador, enfondeix la sang de nou al pacient.

Aquest procediment es du a terme en petites fraccions de temps anomenades cicles.
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D’altra banda el metode de puncié de la medul-la 0ssia es pot dur a terme de dues

maneres diferents. Per puncio a I'esternon o a la cresta iliaca.

La puncio ( Fig.9 ) és un procediment invasiu utilitzat habitualment en el camp de la
medicina en els estudis basics de la medul-la 0ssia. Aquest procediment consisteix
en aspirar el material liquid que conté el teixit ossi, i també s’utilitza per I'obtencié de
cel-lules mare adultes. El metode de puncid segueix els segients passos: Es pinca
la zona de punci6 amb un antiseptic. Tot seguit s'introdueix un camp quirurgic
esteril i el metge, amb guants estérils localitza la zona de punci6 i lentament injecta
una agulla estéril ( comprovant que no estigui en vena ) i tot seguit col-loca
I'anestésia local fins la part més externa de 'os. Seguidament es col-loca la xeringa

a la zona de punci¢ i s’aspira la quantitat de sang de la medul-la dssia necessaria.

Médula 6 Aguj\a ,
equia osea

Hueso .
~

Biopsia de Médula Osea

Figura 9 Procés de puncié de medul-la dssia. http://unimedsc.wordpress.com/celulas-

madre/%C2%BFcomo-se-obtienen-las-celulas-madre-adultas/

- D’altra banda si ens referim a tipus de cél-lules mare segons la seva funcié trobem

gue poden ser:

>

K/
*

Totipotents.

D)

>

K/
*

Pluripotents.

D)

DS

» Multipotents.

>

K/
*

Unipotents.

D)

>

K/
*

IPS (induced pluripotent stem cells).

)
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- Cél-lules mare totipotents

La totipoténcia de qualsevol cél-lula mare és la capacitat d’originar ja sigui per divisi
o diferenciacié la major part de cél-lules que constitueixen el nostre organisme
incloent els teixits extraembrionaris ( son cél-lules pluripotents ). Les cél-lules
totipotents es poden formar tant per reproduccid sexual com asexual. A la
reproduccio sexual es du a terme per la fertilitzacido d’un ovul i un espermatozoide.
D’aquesta manera es forma el zigot que durant les primeres hores es divideix en
cel-lules totipotents identiques mitjangant el procés de mitosi. Al cap d'uns dies,
aquestes ceél-lules comencaran el procés de diferenciacio. Per tant, veient tot el que
presenten les cél-lules totipotents podem veure que sbén cél-lules que tenen la

capacitat de crear i formar un organisme sencer.
- Cél-lules mare pluripotents

Ens referim a cel-lules mare pluripotents, a totes aquelles cel-lules que mitjancant el
procés de diferenciacié poden donar lloc a alguna de les tres capes germinals.
Aquestes cel-lules poden donar lloc tant a cél-lules fetals com d’adults. A diferéncia
de les cél-lules mare totipotents, les pluripotents no poden originar un ésser sencer

ja que no tenen la capacitat de formar part del teixit embrionari.
- Cél-lules mare multipotents

Les cel-lules mare multipotents es caracteritzen pel fet de que poden donar lloc a
cél-lules de diversos tipus perdo en un nombre limitat de llinatges. Un exemple de
multipoténcia serien les cél-lules sanguinies. D’altra banda les cél-lules mare
pluripotents vénen a ser el mateix que les multipotents ja que les pluripotents hi ha
un moment en el qual duen a terme una especialitzacié addicional i és en aquest

moment que es converteixen en cél-lules mare multipotents.
- Cél-lules mare unipotents

Quan parlem de cel-lules mare unipotents, ens referim a aquelles cél-lules que
nomeés es poden diferenciar en un unic tipus cel-lular. Un exemple d’aquest tipus de

cél-lula serien les cél-lules del teixit epitelial.
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- Cél-lules IPS ( Induced Pluripotent Stem Cells )

Les cel-lules IPS ( Fig.10 i 11 ) son un tipus de cel-lula mare que es genera al
laboratori a partir de qualsevol tipus de cél-lula humana adulta. Tenen la capacitat de
donar origen a tots els teixits del nostre organisme. Les cél-lules IPS es formen
mitjancant el procés de reprogramacio cel-lular que consisteix en introduir un coctel
especific de gens en qualsevol cel-lula adulta a través de la transfeccié o infeccié
amb virus. El que fa la transfeccio i la infeccid6 és que com que contenen gens
relacionats amb les cél-lules mare, fan que aquestes tornin a tenir la capacitat de
pluripotencia. Les cel-lules IPS so6n una bona alternativa ja que amplia les

oportunitats de recerca. S'utilitzen tant a nivell cel-lular com molecular.

* Figura 10 cél-lula mare IPS * Figura 11 cél-lula mare IPS

*Autora de les fotografies: Laia Gregori.

1.4 METODES D’OBTENCIO DE CEL-LULES MARE

Les cél-lules mare les podem obtenir mitjancant varis metodes els quals son:

« Embrions crio conservats: Consisteix en congelar embrions a -196°C per

conservar perfectament totes les qualitats de les seves cel-lules.

« Blastomers individuals: Consisteix en deixar créixer I'dvul fins que arribi a

I'estat de morula i extreure-li una cél-lula per cultivar-la posteriorment.

19



CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

% Induint cel-lules adultes unipotents en cél-lules IPS.
% Extraccié de cel-lules mare adultes especialitzades dels seus propis teixits o

organs.

1.5 USOS DE LES CEL-LULES MARE

Actualment, tant la ciéncia, la recerca i la investigaci6 han avancat molt. El valor
terapéutic més important de les cel-lules mare és el seu Us en terapies cel-lulars a
on es substitueixen els teixits que no funcionen o que ho fan de manera incorrecta.
Una altra utilitat de les cél-lules mare és en el camp de la medicina regenerativa.
Utilitzant-les, hi ha la possibilitat que hi hagi menys rebuigs que amb un
transplantament. També s’'usen en proves de medicaments abans de sortir al
mercat. Un avantatge de fer servir aquest metode é€s que es pot saber com actua el
sistema immunologic huma davant d’aquest farmac. Finalment, un Us de les stem
cells molt actual és la transferencia nuclear per tal de clonar-les i aixi obtenir-ne

major quantitat per la recerca i la investigacio.

1.6 ASPECTES LEGALS, ETICS | MORALS DE LES CEL-LULES
MARE

La recerca amb cél-lules mare embrionaries té una ample controvéersia. Aixo és
degut a qué l'actual estat de la ciéncia i la tecnologia, fa que per iniciar una
investigacio amb una nova linia cel-lular s’ha de destruir un embrié huma o bé fer us

de la clonacio terapéutica.

Les persones que estan en desacord amb la recerca de cel-lules mare, diuen que
investigar amb cel-lules humanes és tractar als humans com si fossin objectes de
laboratori i no pas com a humans. A més a més creuen que la investigacié amb
aquest tipus de cél-lules, fomenta la clonacié reproductiva. D’altra banda els que
estan a favor d’aquesta investigacio argumenten que s’ha d’apostar per les cél-lules
mare ja que faran que les tecnologies d’'un futur molt proper tinguin un potencial

medic molt important. Aquestes dues opinions han fet que s’'implantessin lleis de
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més o menys importancia als paisos tenint en compte I'entorn que els envolta, la
cultura establerta, la religi6... Tornant als arguments dels que estan a favor i els que
estan en contra, el que hi estan en desacord diuen que la investigacié amb cel-lules
mare viola la religid i per tal de tenir la ra6 també critiquen la distincié que es fa entre

un blastocist i un fetus.

El mon de les cél-lules mare per a molts cientifics els hi és facil saber els avencos i
resultats que se n’obtindran en un futur. Aixo ha estat un punt a favor dels que hi
estan en contra ja que acusen als cientifics d’enganyar i donar falses expectatives a
la gent i també per demostrar que el futur de la investigacié ja esta per dir-ho

d’alguna manera, determinat.

A continuacio hi ha una taula ( Taula 1 ) a on es representen els paisos a on esta
permesa la investigacié amb cél-lules mare, a on esta prohibit, a on segons que es
pot fer perdo amb moderacio i a on per exemple Estats units hi ha alguns estats en
gue esta prohibit i altres estats en els quals reben alguna ajuda financera per poder-

hi investigar.

Taula 1 Graella a on es mostren els paisos que sén permissius, no permissius, restrictius... en I'is de

CM
PERMISSIUS NO PERMISSIUS RESTRICTIUS PERMISSIUS | NO
PERMISSIUS
Uni6 Europea Alemanya Nova Zelanda Estats Units
Suécia Austria Paisos Africans
Finlandia Irlanda Paisos Sud-americans
Grécia Italia Espanya

Gran Bretanya Portugal

Paisos Baixos

Xina

Corea del Sud

Japo

india

Australia

21



CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

2. EXPERIMENTACIO

2.1 METODOLOGIA DE TREBALL
e CITOMETRIA DE FLUX | CELL SORTER ( FACS)

La citometria de flux €s una técnica en la qual les cel-lules en suspensio del fluid
travessen un tub transparent que és molt fi, en el qual hi incideix un raig de llum
laser. La llum absorbida i dispersa per les cél-lules, a través del tub, es recull per
mitja d’un dels dispositius de deteccio, permetent fer inferéncies en la mida i la
complexitat de les cel-lules. A més a més, la citometria de flux permet I'estudi de
tant de caracteristiques a nivell fisic com quimic de les cél-lules. Aixo és un indici
gue ens permet saber que aquest tipus de técnica permet la separacio de
particules, segons les seves propietats. Els objectius principals de la citometria
de flux son: identificar i enumerar superpoblacions cel-lulars uniques indefinides,
mesurar la capacitat funcional de les subpoblacions cel-lulars, etc. A la part
experimental del meu treball he fet servir a la citometria de flux, la fluorescéncia.
En aquest cas es tracta d’un fluorofor que el que fa és absorbir la llum a una
determinada longitud d’ona i emetre una longitud superior. Aquest fluorofor es
troba unit a un anticos especific per antigens de la cel-lula. La fluorescencia de
les cél-lules sera proporcional a la quantitat de llocs d’'unié. La fluorescéncia es
pot aconseguir quan el fluorofor absorbeix energia del laser, per la unio de llocs
especifics amb anticossos marcats amb fluorofrs i quan el fluorofor allibera
energia. Hi ha diversos tipus de marcadors o reactius fluorescents, en el cas del
meu experiment, utilitzaré el DAPI ( blau ). La citometria de flux es basa en tres

fases principalment:

- Fase pre-citometria: Es preparen els reactius, les cél-lules, i es fa el disseny de

la coloracio de les cél-lules amb els reactius fluorescents i del protocol establert.

- Citometria: Desenvolupament de les cél-lules marcades i de la recol-leccié de

dades per cada un dels parametres.

- Analisis i resultats: Analisi dels resultats obtinguts.
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A partir d’'aquestes tres fases, la citometria de flux té un procediment establert si
€s que es vol dur a terme. En un principi, les cel-lules tenyides amb un fluorofor,
totes barrejades entre elles, passen a través d’una agulla creant una fila de liquid
gue contenen les cél-lules. A mesura que la cél-lula passa per davant del laser,
aquesta, desvia el raig incident i les molécules tenyides unides a la cél-lula, sén
excitades i emeten llum fluorescent. Els resultats s’expressen amb histogrames o
dot-plots.

A més a més quan parlem de citometria de flux, també ens podem referir al nom
de FACS. Quan parlem d’aquest concepte, ens referim al conjunt de citometria
de flux i cell sorter ( Fig.13 ). El cell sorter es troba una mica abans del citdmetre.
El que fa, en el cas del meu experiment, és separar les cél-lues vives
(fluorescents) de les mortes i aixi, amb les que estan vives es podra aconseguir
uns resultats finals mitjancant grafics que com he esmentat anteriorment son dot-
plots ( Fig.12).

Figura 12 dot-plot amb resultats de citometria
https://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurob

ioguimica/libros/celular/citometria.htm

Y..:. Sample
Y Sheeth Flud
Cite @) Detector
[ of— <
/- : o Detector
/r%_a\ lo! ,/:....“.,«..w-,
Figural3 procés de citometria i cell sorter :
http://es.wikipedia.org/wiki/Citometr%C3%ADa .o
L ] Cange  Fluid

_de_flujo . o
143 ® /‘
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e PCR:

Téecnica que permet duplicar de forma il-limitada qualsevol fragment de DNA que
es trobi dins d'un tub d’assaig. El que permet la PCR és generar milions de
molécules iguals a partir d’'una molécula d’ ADN. Es sol utilitzar I’ ADN-polimerasa

de la bactéeria aquatica Thermus aquaticus ja que aixi, I'enzim pot treballar a

temperatures altes. Per tal de dur a terme aquesta técnica es necessiten petites
quantitats de DNA, un tub d’assaig, reactius, una font de calor i cadenes de
nucledtids que actuin com a “primers”. Quan parlem de PCR, parlem d’un procés

ciclic. Per fer una PCR es segueixen els seglents passos:

1. La molécula de DNA, que es troba dins del tub d’assaig, que es vol replicar,
s’escalfa. Aixo fa que es desnaturalitzi i es separi en dos brins.
Tot seguit, cada un d’aquests brins és copiat per ’ADN-polimerasa.

3. Per acabar, les cadenes formades es separen novament per la calor i
comenca altre cop un nou cicle.

4. Aquest cicle es pot repetir fins a aconseguir el nombre de repliques desitjades
(Fig.14).

La tecnica de la PCR té varies aplicacions. Una, per exemple, és la seqlenciacio
de 'ADN, d’altra banda una altra aplicacié possible seria I'estudi de I'evolucié. A
més a mes, la PCR identifica el tipus de cel-lula o sigui, si és una cél-lula

hematopoetica, epitelial, etc.

4th evele

wanted gene — —— ; . .
=<_m. cyele S= Exponential amplification
— \"’nd cyele
e lsteycle — weeem- e 35th cyele
template DNA <—<—
N=<¢===

< i
4 copics Reopies 16 copies 32 copies 2 =68 billion copies

iAndy Vierstracte 1999

Figura 14 Procés de replicacié d’ ADN ( PCR ) http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html
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e Rt-qPCR:

La PCR a temps real és una técnica que permet fer mesures qualitatives i
quantitatives de gens especifics a una mostra d’acid nucleic. La Rt-gPCR es sol
utilitzar en analisis biologics, en expressions geniques quantitatives, per elaborar
genotips... Dit d’altra manera, la Rt-gPCR és utilitzada per amplificar i
simultaniament quantificar de forma absoluta el producte de I'amplificacié de
I ADN.

e IMMUNOFLUORESCENCIA:

La immunofluorescencia és una técnica que permet identificar microorganismes
en mostres cliniques i detectar la preséncia d’'un anticos especific al sérum.
Aquesta tecnica es basa principalment en el marcatge dels anticossos primaris o0
anti-imunoglobuines especifiques amb molécules fluorescents anomenades
fluorofors ( Fig.15 ). Aquets, sOn unes substancies que quan s’exciten per una
font d’energia, emeten Ilum. Alguns fluordfors més utilitzats sén: el FITC ( verd ),
Alexa 488 ( vermell ) i el DAPI ( blau ). Hi ha dos tipus d'immunofluorescéncia: la
directa, i la indirecta. Per poder apreciar els resultats de la immunofluorescéncia

es necessita un microscopi de fluorescencia o un microscopi laser confocal.

%&T ~

/ N\ *——_ Primary
Fluorescent Antibody
Secondary

Antibody

Lumen of SER

Figura 15 Anticossos amb fluorofor enganxats al citosol

http:/iwww.bio.davidson.edu/genomics/method/IMF.html
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2.2 PART EXPERIMENTAL : IBEC (generar cardiomiocits humans a
partir de cél-lules IPS transgéniques que hauran d’expressar una

proteina fluorescent en el llinatge cardiac )

- Objectius i Hipotesis:

L’objectiu principal d’aquesta investigacié és saber si els cardiomiocits son bons
marcadors de I'estat de progenitor cardiac per aixd comprovarem que en aquest
estat ( el de progenitors cardiacs ) expressin GFP ( en teoria quan estan en estadi
de progenitors cardiacs, expressen Nkx2.5 i GFP pero es vol confirmar ). Per
comprovar si el resultat obtingut és el correcte, si els cardiomiocits han expressat
GFP, voldra dir que aquests, es troben en estat de progenitor cardiac. Reflexionant
sobre I'objectiu establert, ens plantegem les seglents preguntes per tal que al final
de l'experiment acabem obtenint uns resultats i unes conclusions: Quan els
cardiomiocits estan en estat de progenitor cardiac expressen GFP? En cas de que
sigui cert, en aquest cas serien bons marcadors d’aquest estat? Tenint els objectius i
les preguntes com a referencia em plantejaré dues hipotesis. La primera seria:
Potser quan els cardiomiocits estan en estat de progenitor cardiac no expressen
GFP ( Green Fluorescent Protein ) i per tant no serien bons marcadors cardiacs
d’aquest estat. D’altra banda, la segona hipotesi, seria: Potser si els cardiomiocits
expressen GFP no és indicador de que estiguin en estat de progenitors cardiacs. Ara
bé, tot aix0 es podra dur a terme sempre i quan es tinguin en compte les variables
gue hi influeixen, entre elles, la dependent ( cél-lules amb pluripoténcia —linia
cél-lular transgenica i no transgenica- i els progenitors cardiacs ) i la independent
( GFP ). A més a més d’aquests dos tipus de variables, també hi ha les que es
poden controlar que en aquest cas inclourien: la temperatura, la llum, I'aire en el qual

estan envoltades les cel-lules i finalment de I'esterilitzacié del material que s’utilitza.

- Disseny Experimental:

e Cel-lules en cultiu en placa amb coating de matrigel que necessito:
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Linia cel-lular transgénica

CITOMETRE DIES
6,8,10,13

2 PLAQUES DE 10
PER 1ER
AGGREWELL

SEMBRA DIFERENCIACIO

SEMBRA H CITOMETRE DIAO

CELL SORTER dia
14i18

1 PLACA 20N
AGGREWELL

) 4 PLAQUES DE 10
[K'PS e kaz.s#zH SOBRE MATRIGEL

1 PLACA PER
MANTENIR EN
PLURIPOTENCIA

SPLIT A 2 PLAQUES
10

Linia cel-lular no transgénica

CITAGGREWELLOMETRE
( DIES 6,8,10, 13
KiPS 3£.7 1 PLACA 10 SOBRE

MATRIGEL SEMBRA DIFERENCIACIO

CELL SORTER dia 1418
AGGREWELL

- Planificacio:

Taula 2 Planificacié de I'experiment
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*( Mirar Annex per saber el material necessari en general )
- Procediment:

Dia 2 AGGREWELL (3 pouets / 2 Transgénics + 1 No Transgéenic - 1h 30min,
dies 26/05/2013, 01/06/2013 i 05/06/2013)

Material utilitzat:

- 2 plaques de 10 de KiPS 3F.7 Nkx2.5 GFP Neo # 2 sobre Matrigel.
- 1 placade 10 de KiPS 3F.7 ( control no transgénic ) sobre Matrigel.
- 1 placa AGGREWELL ( 3 pouets ).

- Centrifuga.

- 4 tubs de 50 ml.

- 2 Cell Strainer 37-40um.

- Cambra de Neubauer.

- p1000 i puntes p1000.

- p200 i puntes p200.

- p20i puntes p20.

- 40 ml KO-DMEM.

- 28 ml cHES + ROCK Inhibitor ( 10uM).

- 5ml ACCUTASE.

- 4 ml H20 esteril.

Protocol:
Dia 2 ( Aggrewell 3 pouets — 1:30h)

Primer de tot, abans d’iniciar el protocol, es canvia el medi de les cél-lules ( 10 ml de
cHES + ROCK Inhibitor per placa de 10 sobre Matrigel).

1. Tot seqguit es prepara la placa d AGGREWELL de 4 pouets. Per aquest

procediment es tardara aproximadament uns 15 min.

1.1 Com que els pouets que s'utilitzaran en un altre moment ja han estat
utilitzats, per assegurar que estan nets afegim 0’5ml d’H2O estéril, i es centrifuga
a 2000 xg durant 5 minuts i finalment s’ aspira.
1.2 Seguidament s’afegeix 2ml de KO-DMEM per cada pouet.
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1.3 S’aspira el medi.
1.4 S’afegeix 0’5ml cHES + ROCK Inhibitor per pouet.
1.5 Es centrifuga a 2000xg durant 5 minuts.

1.6 Finalment es mira amb el microscopi que no quedin bombolles.

2. Seguidament es preparen les cél-lules en dos plaques de 10, pel que es tardara

aproximadament una hora.

2.1 S’aspira el medi.

2.2 Esrenta cada placa de 10 amb 2ml de KO-DMEM.

2.3 S’aspira.

2.4 S’afegeix 2’5ml d’ACCUTASE per cada placa de 10 i es deixa incubar a 37°C
entre 5i 10 minuts.

2.5 Resuspendre 2 o 3 vegades amb p1000 perqué les cél-lules, entre elles, es
desenganxin.

2.6 Es recullen les cel-lules amb ACCUTASE en un tub de 50ml (un tub per les
Nkx2.5 i un altre per a les KiPS 3F.7).

2.7 Esrenta cada placa de 10 amb 15ml de KO-DMEM i es recull tot en el mateix
tub (un tub per les Nkx2.5 i un altre per a les KiPS 3F.7).

2.8 Es passa la suspensio per Cell Strainer en un altre tub nou de 50ml ( un tub
per les Nkx2.5 i un altre per a les KiPS 3F.7).

2.9 Centrifugar a 300xg durant 5 minuts RT.

2.10 Aspirar sobrenedant.

2.11 Afegir 1ml de cHES + ROCK Inhibitor per resuspendre.

2.12 Contar les cel-lules de cada una de les dues mostres diferents, a partir

d’'una dilucié 1:10 ( 10um mostra + 90um medi ) utilitzant la seguent férmula:

Ne cells per ml = Fact. Dil. (10) x mitja de 4 quadradets [(x1+x2+x3+x4)/4] x fact dil. Neubauer
(10000)

Nkx2.5=> 3.941x106 cells/ml
KiPS3F.7=> 1.612x106 cells/ml
2.13 Afegir 1’4 — 1'4x10° cél-lules per pouet AGGREWELL.

? ul per pouet AGGREWELL = (1000ul x 1,3x106 cells)/ resultat de contar cells en cells/ml
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Nkx2.5=> 355ul
KiPS3F.7=> 875ul

Nkx2.5

1r contatge: 3'625-10° cel-lules / ml.
2n contatge: 4'262-10° cel-lules / ml.
Mitja: 3'941-108 cel-lules / ml.

Control no transgénic

1r contatge: 1°3-10° cel-lules / ml.
2n contatge: 1°925-10° cel-lules / ml.
Mitja: 1'612.10° cel-lules / ml.

Es necessiten 875 ul per pouet d AGGREWELL.

3. A continuacié es dura a terme I’ agregacio forcada que durara aproximadament
uns 10 minuts.

3.1 Afegir 2000ul — ( 875ul de suspensio cel-lular per pouet d AGGREWELL)

de cHES + ROCK Inhibitor.

3.2 Afegir 875ul de suspensio cel-lular per cada pouet d AGGREWELL.

3.3 Resuspendre suaument per repartir les cel-lules uniformement.

3.4 Centrifugar 100xg durant 5 minuts.

3.5 Mirar amb el microscopi que s’hagin distribuit homogéniament.

3.6 Incubar 24h a 37°C, 5% CO2 i 95% humitat.

Dia 2 ( Preparacio del coatings per la sembra — 10 min.)
Material utilitzat:

- 36 ml de gelatina.
- 2 ml de matrigel.
- 6 plaques de 12 WP.

- 2 cubres.
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Protocol:

Per a la preparacio dels Coatings es posara un cubre a dos dels pouets i tot seguit
s’hi afegira 0’5ml de Matrigel per cada pouet de les 5 plaques de Nkx2.5 més 4
pouets de les no transgéniques. Seguidament es deixara Over Night (ON) a la
nevera a 4°C. D’altra banda en el coating restant s’hi posara 1ml de Gelatina per

cada pouet i es deixara a 37°C durant 3 0 4 hores.
Dia 1 (AGGREWELL - 2h / els dies 27/05/2013, 02/06/2013 i 06/06/2013 )
Material utilitzat:

- 4 plaques de 6 cm de diametre per suspensio.
- pl000 i puntes p1000.

- Lupa.

- 2 tubs de 50ml.

- 60 —-70 ml de KO-DMEM.

Protocol:

Primer de tot mirar amb el microscopi que s’hagin format EBs.
Tot seguit recollir els EBs sota la lupa aspirant amb la p1000.
Recuperar tots els EBs possibles rentant cada pouet amb =10 ml KO-DMEM.

Recollir tot en un tub de 50 ml i deixar que els EBs baixin al fons.

® & & oo o

Passar els EBs a una placa de 6 cmm NOT TREATED per suspensié amb 5 ml
de KO-DMEM per cada pouet d AGGREWELL.

Dia l ( Sembra - 2h)
Material utilitzat:

- 6 plagues de 12 WP amb el coating fet d’ahir reservades a la nevera.

- Lupa.
- p1000 i puntes p1000.
- 64 m EBm.
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Protocol:

¢ Un cop el medi estigui temperat aspirar el matrigel de cada pouet i hi afegir
1ml de medi EBm + AA.

¢ Tot seguit, deixar les plaques a la incubadora de normdxia mentre no s’utilitzin.

¢ Sota la lupaiamb la p1000 anar contant 60 EBs per sembrar a cada pouet de
les 5 plaques de 12 WP ( =3600 EBs ) + 4 pouets de les KiPS no transgéniques
a la 6a placa.

¢ Tot seguit fer un moviment circular per centrar els EBs de la placa abans i
després de deixar a la incubadora.

¢ Finalment posar-ho a incubar 24 hores a 37°C, 5% CO: i 95% d’humitat.
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Dia 0 (inici diferenciacié amb EBm+AA - 15 min. / dies 28/05/2013, 03/06/2013 i
07/06/2013)

Material utilitzat:
- 64 ml EBm + AA.
Protocol:

¢ Aspirar el medi del dia anterior EBm amb compte i afegir 1 ml d EBm + AA per a
cada pouet.

¢ S’haura de canviar el medi cada dimarts i divendres.

Dia 6 i Dia 0 ( pellet per extracci6 RNA i citometre = 30 — 45min. / Dia
03/06/2013)

Material utilitzat:

- pl000 i puntes p1000.

- 1ml de TRIzol ( 500pl per pellet).

- 1ml de PBS ( 1ml x pouet + 0’5ml per tubet ).
- 21ml PBS + 10% FBS ( 1’5ml x pouet ).

- 0’5ml de TRIPSINA ( 0’25 x pouet ).

- Tubets.

- 01ml de lodur de propidi.

- Nkx2.5 #2 EBs sembrats i a dia 0.
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- KiPS 3F.7 no transgéniques EBs sembrats i a dia O de diferenciacio ( control -

GFP).

- Nkx2.5 #2 EBs sembrats i a dia 6 de diferenciacio.
- KiPS 3F.7 no transgeniques EBs sembrats i a dia O de diferenciaci6 ( control —

GFP).
Protocol:
¢ Primer de tot fer dos rentats amb PBS.
¢ Tot seguit deixar-ho entre 5i 10 minuts amb tripsina al 0'25% a 37°C.
¢ Seguidament es passa a un eppendorf.
¢ A continuacié : inhibir la tripsina i acabar de rentar el pouet amb PBS + FBS
(10%) i omplir fins a 1500 pl, pasar-ho al tubet:
o Nkx2.5
- Dia 6: 1 tub per RNA i un altre per el citometre.
- Dia 0: 1 tub per RNA i un altre per el citometre.
o No transgéniques

- Dia 4: un tub per a citometre.

- Dia 0: 1 tub per a citometre.
¢ Pipetejar amb la p1000 fins aconseguir desfer tot el gromullet.
¢ Centrifugar 5 minuts a 1200 — 2000rpm.
¢ Tot seguit aspirar sobrenedant ( amb p200 o p1000 posant-lo en un tub de 15

50ml ( un tub de waste per a cada mostra ).
o Mostres per citometre: Afegim 500ul PBS + 10% FBS.
o Mostra per RNA: Afegir 1ml de TRIzol, resuspendre i congelar a -80°C.

¢ Anar al citometre.

Dia 6 (inici de diferenciacié del segon aggrewell )

Dia 8 ( pellet per extracci6 d’RNA i citometre del dia 8 = 30 — 45 min / Dia
05/06/2013)

Material utilitzat:

- pl000 i puntes p1000.
- 1ml de TRIzol.

37



CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

- 1ml de PBS ( 1ml x pouet ).

- 2ml PBS + 10% FBS ( x cada pouet ).
- 0’5ml Tripsina ( 0'25ml x pouet ).

- Tubets.

- 0’1ml de lodur de propidi.

- KiPS 3F.7 no transgeniques EBs sembrats i a dia 8 de diferenciacié ( control —

GFP).

- Nkx2.5 EBs sembrats i a dia 8 de diferenciacio.

Protocol:

¢ Primer de tot fer 2 rentats amb PBS.

¢ Seguidament deixar la mostra entre 5i 10 minuts amb tripsina 0°25% a 37°C.

¢ A continuacio passar-ho a un eppendorf.

¢ Inhibir la tripsina i acabar de rentar el pouet amb PBS + FBS ( 10% ). Omplir fins

a 1500ul i passar-ho al tubet.

o Dia 8: 1 tub per RNA i un altre per citometre.
Tot seguit pipetejar amb la p1000 fins a desfer tot el gromullet.
Centrifugar-ho 5 minuts a 1200 — 2000rpm.
A continuacio aspirar sobrenedant ( amb p200 o p1000 posant-lo en un tub de
15 o0 50ml).

o Mostres per el citometre: Afegir 500ul PBS + 10% FBS.

o Mostres per RNA: Afegir 1ml de TRIzol, resuspendre i congelar a -80°C.
Afegir 500ul PBS + 10% FBS.

Finalment ja es pot anar al citometre.

Dia 10 ( pellet per extraccié RNA i citometre de dia 10 = 30 - 45 min. / Dia
07/06/2013)

Material utilitzat:

- pl000 i puntes p1000.
- 1ml PBS.

- 2ml PBS + 10% FBS.
- 1ml de TRIzol.
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- 0’5ml Tripsina.
- 01ml lodur de propidi.
- KiPS 3F.7 no transgéniques EBs sembrats i a dia 0, 2a diferenciacié (control -

GFP).

- Nkx 2.5 EBs sembrats i a dia 0, 2a diferenciacio.

- KiPS 3F.7 no transgéniques EBs sembrats i a dia 10 diferenciacio (control -

GFP).

- Nkx 2.5 EBs sembrats i a dia 10 diferenciacio.

Protocol:

¢ Primer de tot fer 2 rentats amb PBS.

¢ Seguidament deixar la mostra entre 5i 10 minuts amb tripsina 0°25% a 37°C.

¢ A continuacio passar-ho a un eppendorf.

¢ Inhibir la tripsina i acabar de rentar el pouet amb PBS + FBS ( 10% ). Omplir fins

a 1500ul i ho passar-ho al tubet.
Tot seguit pipetejar amb la p1000 fins a desfer tot el gromullet.
Centrifugar-ho 5 minuts a 1200 — 2000rpm.
A continuacio aspirar sobrenedant ( amb p200 o p1000 posant-lo en un tub de
15 o0 50ml).

o Mostres per el citometre: Afegir 500ul PBS + 10% FBS.

o Mostres per RNA: Afegir 1ml de TRIzol, resuspendre i congelar a -80°C.
Afegir 500ul PBS + 10% FBS.

Finalment ja es pot anar al citometre.

Dia 13 ( pellet per extraccio RNA i citometre de dia 13 =2h / Dia 10/06/2013)

Material utilitzat.

- 6ml de col-lagenasa feta fresca.
- 85ml de PBS.

- 6ml de Soluci6 1.

- 1ml de TRIzol.

- pl000 i puntes p1000.
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- 01ml de iodur de propidi.

- KiPS3F.7 no transgéniques EBs sembrats a dia 13 de diferenciaci6 ( control —
GFP).

- Nkx2.5 EBs sembrats i a dia 13 de diferenciacio.

Protocol:

¢ Primer de tot fer dos rentats amb PBS.

¢ Tot seguit afegir col-lagenasa ( 1’5ml x pouet 6WP ) i incubar-ho 1h a 37°C.

¢ Pipetejar amb la p1000 fins a desfer tot el gromullet.

¢ Afegir ( 1’5ml x pouet 6WP ) de solucié 1 a cada pouet i acabar de disgregar.

¢ Passar cada pouet a un tub de 15ml ben rotulat ( volum total dins de cada tub =

3ml).

Centrifugar-ho 5 minuts a 1200 — 2000rpm.

Aspirar sobrenedant ( amb p200 o p1000 posant-lo en un tub de 15 o 50ml).
o Mostres per el citometre: Afegir 500ul PBS + 10% FBS.
o Mostra per RNA: Afegir 1ml de TRIzol, resuspendre i congelar a -80°C.

Finalment anar al citometre amb iodur de propidi.

Dia 14 i 18 ( cell sorter, dia de maxima expressioé Nkx2.5 —2h / Dia 21/06/2013)

Material utilitzat:

- 1ml de PBS x pouet.

- 2ml de PBS + 10% FBS x pouet.

- 0’5ml de tripsina ( 0°25ml x pouet ).

- Tubets.

- KiPS 3F.7 no transgeniques EBs sembrats a dia 14 de diferenciacié (control —
GFP).

- Nkx2.5 EBs sembrats i a dia 14 de diferenciacio.

- KiPS 3F.7 no transgéniques EBs sembrats a dia 18 de diferenciacio (control-
GFP).

- Nkx2.5 EBs sembrats i a dia 18 de diferenciacio.
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Protocol:

¢ Primer de tot fer dos rentats amb PBS.

¢ Deixar-ho entre 5i 10 minuts amb tripsina a 0'25% a 37°C.

¢ Seguidament passar-ho a un eppendorf.

¢ Inhibir la tripsina i acabar de rentar el pouet amb PBS + FBS 10%. Omplir fins a
1500ul i passar-ho al tubet.

¢ Pipetejar amb la p1000 fins a desfer tot el gromullet.

¢ Tot seguit centrifugar-ho 5 minuts a 1200 — 2000rpm.

¢ Aspirar sobrenedant ( amb p200 o p1000 posant-lo en un tub de 15 o 50ml).

¢ Afegir 5ml EBm + EDTA 3mM.

¢ A continuacio contar les cel-lules i afegir el medi i les cél-lules suficients per
passar pel cell sorter.

¢ Per acabar ja es podra anar al Cell Sorter i tot seguit es guardara el pellet a

-20°C.

Extraccio RNA ( Dies 0, 6, 8, 10, 13, 14 Cell Sorter i 18 Cell Sorter — 1h 30min.)

Material utilitzat:

- Campana quimica.

- 09ml Cloroform ( 0’2ml x mostra i ml de TRIzol ).

- 2'25ml Isopropanol 100% ( 0’5ml x ml de TRIzol ).

- 0'45ml etanol 75% ( 0’1ml x ml de TRIzol ).

- 270ul H20 MilliQ autoclavada o RNase free ( 30ul x mostra ).

Protocol:

¢

1.

Aquesta part de I'experiment s’haura de dur a terme a la campana quimica ja

gue el TRIzol és molt toxic.

Separacio de fases ( aproximadament 30 minuts ).

1.1. Incubar a RT 5 minuts ( permet la dissociaci6 del complex de
nucleoproteines).

1.2. Afegir 0’2ml de cloroform per cada ml de TRIzol.

1.3. Tot seguit agitar manualment amb energia durant 15 segons.

41



CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

1.4. Incubar a RT durant 2 0 3 minuts.

1.5. A continuacié centrifugar-ho a 12000xg durant 15 minuts a 4°C.

1.6. Recuperar la fase aquosa superior, amb molt de compte de no tocar la
interfase i passar-la a un altre eppendorf.

1.7. Si es vol recuperar DNA o proteines, guardem la fase organica vermella de

fenol-cloroform i la interfase.

2. Procediment d’aillament del RNA ( anar amb precaucio per evitar la contaminacio
de les RNAses).

2.1. Precipitacio de I’ RNA ( 30 minuts aproximadament ).
2.1.1 Afegir 0'5ml per cada ml de TRIzol utilitzat de 0’5ml Isopropanol al
100% a la fase aquosa.
2.1.2 Incubar a RT durant 10 minuts a -20°C.
2.1.3 Centrifugar-ho a 12000xg durant 10 minuts a 4°C.

2.2. Rentat RNA ( aproximadament 10 minuts ).

2.2.1 Aspirar sobrenedant deixant només el pellet d’ RNA.
2.2.2 Rentar el pellet amb 0'1ml d’etanol al 75% ( diluit en H20 MilliQ ).
2.2.3 Resuspendre la mostra breument.

2.2.4 Centrifugar-ho a 12000xg ( 7500xg en protocol TRIzol ) durant 5

minuts a 4°C ( mentrestant encendre el Termoblock i posar-ho a 50°C).
2.2.5 Tot seguit aspirar sobrenedant.
2.2.6 Centrifugar-ho al buit o Vacuum centrifugue.
2.2.7 Deixar la tapa mig oberta durant 5 minuts aproximadament.
2.3. Resuspensio d’'RNA.

2.3.1 Resuspendre amb la pipeta el pellet RNA en 30yl H2O MilliQ

autoclavada o Aigua RNAsa free.

2.3.2 Posar-ho a incubar al heat block durant 5 minuts a 50°C.
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2.3.3 Procedir a la quantificacio.

Quantificacié RNA ( Dies 0, 6, 8, 10, 13, 14CS, 18CS amb Nanodrop — 1h)

Material utilitzat:

- Nanodrop.

- P2ipuntes pl0.

- Mostres.

- H20 MilliQ (autoclavada ).

Protocol:

Es vol aconseguir una concentracio final de cada mostra de 1ug RNA.

®* & o o

Primer de tot encendre 'ordinador.
Obrir el programa ND-1000.
A continuaci6 clicar a Nucleic Acid.
Netejar dues vegades amb 1ul H20 MilliQ de la segiient manera:
o Posar 1yl H20 MilliQ.
o Posar 1yl H20 MilliQ.
o Assecar-ho amb paper.
o Clicar a OK RNA 40V.
Per analitzar BLANC clicar a BLANK.
o Posar 1yl H20 MilliQ.
Per analitzar les mostres clicar a MEASURE i et dona:
o Abs 260/280 ( Indica contaminacio per proteines, s’accepta >1’8, optim 2 ).
o Abs 260/230 ( Indica contaminacio per solvents, s’accepta >1'6, optim 2 ).
o Concentracio en ng/pl.
Netejar entre mostra i mostra amb H2O.
Finalment omplir la taula per calcular el volum necessari per a tenir 1ug RNA per

mostra ( Taula 3).
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Taula 3 Taula per calcular el volum per obtenir 1ug de RNA

[RNA]

Mostra ngiul | 2601280 | 260/230
T DO() 61,1 1,86 0,13
T DO(2) 129,5 1,78 0,34
T D6 53,8 1,87 0,11
TD8 61,5 1,74 0,13
T D10 56,3 1,85 0,15
T D13 19,8 1,84 0,06
NT D14 258,2 1,88 1,92
[ OEACS (s Al oy ESRAT TR 250 | 200 | o
T D14 GFP - - 6,4 2,43 0,21
T D14 GFP +- 4,7 1,9 0,09
T D14 GFP + + 2,51 2,07 0,01
NT D18 47 4 1,86 1,04
T D18 ACS 64,8 1,9 0,87
T D18 GFP - - 4,8 2,45 0,2
T D18 GFP +- 5,2 2,03 0,9
T D18 GFP + + 5,0 1,58 0.87

Transcripcio reversa ( Dies 0,6,8,10,13,14CS i 18CS — 1h 30min.)

Material utilitzat:

- Mix A:

» RNA 1ug ( Idealment en aquest cas no s’hi arriba ).

» Random Hexamers 1pl.

> dNTPs 1pl.

» DEPC HO fins arribar a 10pl.
- MixB:

» 10X RT Buffer 2ul.

> MgCl, 4ul.
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> DDT 2yl.
» Rnasa OUT 1pl.
» SSIIRT 1yl
» Total 10ul.
- Cada mostra de 1ug RNA ( idealment en aquest cas no s’hi arriba ).

Protocol:

L 4

Per fer aquesta part de I'experiment, es treballara sobre gel.
¢ Préviament s’haura d’encendre el Termoblock a 65°C.
1. Preparem el Mix A:

= RNA X

= Random Hexamers 1l.

= dNTPs 1pl.

= DEPC H20 fins a arribar a 10l.

L 4

Tot seguit incubar el Mix A a 65°C durant 5 minuts i 1minut al gel.

*

Ajustar el Termoblock a 50°C.
2. Preparar el Mix B:
= 10X RT Buffer 2pl.
= MgCl> 4yl
= DDT 2ul.
= Rnasa OUT 1l
= SSIIRT 1yl
= Total 10ul.
Barrejar el Mix A + Mix B ( total de 20ul ) i fer un SPIN.
Posar-ho a incubar durant 10 minuts a RT.
Tot seguit incubar-ho 50 minuts a 50°C.
A continuacio incubar-ho durant 5 minuts a 85°C.

Passar-ho al gel.

® & & o oo o

Opcionalment es pot fer un SPIN i afegir 1yl de RNasa H i incubar 20 minuts a
37°C.
¢ Ferla RT-gPCR o guardar a -20°C ( Taula 4).
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Mostra RNA al retrotranscriure Cells sorteajades %
T DO(1) 158,4 ng
T DO(2) 158,4 ng
TD6 158,4 ng
T D8 158,4 ng
TD10 158,4ng
TD13 158,4ng
NT D14 51.6ng (258.2ng/ul x 0.2ul)
T D14 ACS 52ng (26.0ng/ul x 2 ul)
T D14 GFP - - 51.2ng (6.4ng/ul x 8ul)
T D14 GFP + - 37.6ng (4.7ng/ul x 8ul)
TD14 GFP + + 20 ng (2.5ng/ul x 8ul)
NT D14 dil 20,08ng
T D14 ACS dil 20,08ng
T D14 GFP - - dil 20,08ng 48186 53.87%
T D14 GFP + - dil 20,08ng 37327 41.73%
T D14 GFP + + dil 20,08ng 3936 4.40%
NT D18 47.4 ng (47.4ng/ul x 1ul)
T D18 ACS 64.8ng (64.8ng/ul x 1ul)
TD18 GFP - - 38.4 ng (4.8ng/ul x 8ul) 8641
TD18 GFP + - 41.6 ng (5.2ng/ul x 8ul) 10843
TD18 GFP + + 40.0 ng (5.0ng/ul x 8ul) 4269

Material utilitzat:

SYBR Green.
H-O PCR.

cDNA dies 0, 6, 8, 10, 13, 14CS i 18CS, diferenciaci6, control positiu (VHH).

Primers per A:

=  Control:

RT-gPCR ( Dies 0, 6, 8, 10, 14CSi 18CS)
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» GAP DH.
= Marcadors cardiacs:
» Nanog.
Bry.
IsI1.
Nkx2.5.
Thx5.
cTnT.
» Mic2a.
= Es una bona linia reporter?
» GFP.
» Nkx2.5.

YV V. V V V

Protocol:

¢ Primera RT-gPCR: GFP — Nkx2.5

¢ Segona RT-gPCR: Marcadors Cardiacs.

Do(2) [DO(2) [D6 |[D6 [D8 [D8 |[D10 [D10 [ D13 [ D13 [VHH | VHH
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¢ Tercera RT-gPCR : GFP — Nkx2.5 ( repeticid ).

GAPDH | GAPDH | GAPDH | GFP | GFP | GFP | Nkx2.5 | Nkx2.5 | Nkx2.5

¢ Per a cada mostra es necessita;:
o SYBR Green 6 pl.
o CDNA 06 ul.

o Primer forward 0’6 pl.

o Primer reverse 0’6 pl.
o H20 per PCR 42 pl.
o Total 12 pl.
¢ Fer el MATER MIX per a cada primer ( multiplicar x nombre de mostres + 1).
o SYBR Green 6 pl.
o Primer forward 0’6 pl.
o Primerreverse 0’6 pl.
o H20 per PCR 4°2 pl.
o Total 11’4 pl.
¢ Afegirels 0°6 pul cDNA lo ultim.

¢ Posar-ho al Termociclador.
Dia 35 (Immunofluorescencia — 2h )
Material utilitzat:

- TBS.

- TBS +0'1% TRITON.

- TBS + 3% Donkey Serum + 0’3% TRITON.
- Mounting medium.

- Anticossos primaris: Mouse IgG cTnT 1:200
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- Anticossos secundaris: Donkey anti Mouse IgG Alexa 488 verd 1:200.

Protocol:

¢ Primer de tot rentar dues vegades amb TBS durant 5 minuts RT.
¢ A continuacio rentar amb TBS + 0’1% TRITON durant 15 minuts RT.
¢ Bloquejar amb TBS + 3% Donkey Serum + 0'3% TRITON durant 2h RT.
¢ Tot seguit incubar I'anticos primari durant 2h RT i ON a 4°C.
o Mouse IgG cTnT ( 1:200).
¢ Seguidament fer tres rentats amb TBS + 0’1% TRITON durant 5 minuts.
¢ Bloquejar amb TBS + 3% Donkey Serum + 0'3% TRITON durant 2h RT.
o Donkey anti Mouse IgG Alexa 488 verd ( 1:500 ).
¢ Fer 3rentats amb TBS + 0'1% TRITON durant 10 — 15 minuts.
¢ Incubar amb DAPI 1:5000 en TBS + 3% Donkey Serum + 0’'3% TRITON durant
15 minuts RT.
¢ A continuacio fer 2 rentats amb TBS durant 15 minuts RT.
¢ Mounting.

¢ Finalment guardar les mostres a 4°C protegides de la llum.
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EVOLUCIO DE LA DIFERENCIACIO DELS EBs A CARDIOMIOCITS

Per tal de seguir I'evolucio dels EBs en els pouets, hem assenyalat quatre pouets de
cada placa d’ Aggrewell. Un pouet de color vermell, un altre blau, un verd i I'tltim de
color negre. A continuacié en podem apreciar I'evolucié amb imatges fetes amb el

MiCroscopi. ( L’autora de totes les imatges fetes durant la diferenciacio ha estat la Laia Gregori ).

Dia 0

Figura 16 Blau 20x Figura 17 Negre 20x

Figura 18 Verd 20x Figura 19 Vermell 20x
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DIA1

Figura 20 Blau 20x Figura 21 Negre 20x

Figura 22 Verd 20x Figura 23 Vermell 20x
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Figura 24 Blau 20x Figura 25 Negre 20x

Figura 26 Verd 20x Figura 27 Vermell 20x
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DIA 3

Figura 28 Blau 20x Figura 29 Negre 20x

Figura 30 Verd 20x Figura 31 Vermell 20x
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Figura 32 Blau 20x Figura 33 Negre 20x

Figura 34 Verd 20x Figura 35 Vermell 20x
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DIA 7

Figura 36 Blau 20x Figura 37 Negre 20x

Figura 38 Verd 20x Figura 39 Vermell 20x
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DIA 8

Figura 40 Blau 20x Figura 41 Negre 20x

Figura 42 Verd 20x Figura 43 Vermell 20x
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DIA 14

Figura 44 Blau 20x Figura 45 Negre 20x

Figura 46 Verd 20x Figura 47 Vermell 20x
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DIA 23

Figura 48 Blau 20x Figura 49 Negre 20x

Figura 50 Verd 20x Figura 51 Vermell 20x

Amb aquestes fotografies, podem observar que en un principi els EBs tenien una
forma no gaire definida i molt irregular ( Fig.19 ). A mesura que han anat passant els
dies de diferenciacio, els EBs s’han tornat més arrodonits i han definit més la seva

estructura fins a convertir-se en ceél-lules del cor ( cardiomiocits, Fig.51 ).
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RESULTATS | CONCLUSIONS

Resultats de diferenciacio utilitzant aggrewell ( hem fet servir aquest protocol ja que
€s el més adequat per dur a terme I'experiment. Aixd és degut a que si s'utilitza
Aggrewell, els EBs creixeran de forma controlable i tindran una estructura definida ja
gue es desenvoluparan en un espai concret —pouet-. D’altra banda si n s'utilitza
I Aggrewell, els EBs creixerien de forma incontrolable i la seva estructura no seria
gens definida per el que podria comportar anomalies al final de la diferenciacio i no
acabar sent una bona cél-lula ), ( Fig.54 ).

Q00000
000000
‘OOQOO0
D000

Figura 52 Aggrewell i formaci6é EBs Figura 53 EBs en Aggrewell

- La mida dels EBs és homogenia, controlable i reproduible.
- Sense suspensio, revestiment de gelatina i 60 EBs sembrats per pouet s’ha

comprovat que son les millors condicions per seguir el protocol establert.

Figura 54 A) cultiu EBs sense pouet, B) Cultiu EBs dins del pouet
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Resultats linia cel-lular KIPS3F.7Nkx2.5GFPNeo:

- Mostra un cariotip normal.

- Es diferencia en cel-lules cardiaques.

- Mostra una correlacié significativa entre Nkx2.5 i I'expressié de GFP.

- Proporciona una forma d’enriquiment de cel-lules progenitores cardiaques.

- Lalta taxa de replicaci6 podria portar [I'adquisici6 d’anomalies
cromosomiques. Per analitzar la linia cel-lular, es va fer un analisi del seu
cariotip. En aquest cas va mostrar-se normal ( 46, XX).

- La diferenciaci6 es va poder seguir diariament amb el microscopi invertit.

- Al final de l'experiment es va dur a terme una immunofluorescéncia per
comprovar que la linia transgénica havia assolit la pluripoténcia en estat de
cardiomiocits.

- Quan es va fer la immunofluorescéncia es van detectar tres tipus de GFP:

alta intensitat ++, mitja intensitat + - i baixa intensitat - - ( Fig.55 ).

KiPS3F.7 KiPS3F.7Nkx2.5GFPNeo

Red fluorescence Intensity

Count

N U N '
: &"l “‘ "J vy
S, L;/{ ™ ;

o 0’ ot 10t e
Green fluorescence Intensity

Figura 55 Diferents intensitats de GFP
- El nivell dels dos gens ( GFP i Nkx2.5 ) es va mesurar mitjancant la RT-qPCR.
Resultats finals:

- El nivell de fluorescéncia correspon al nivell d’expressié de GFP.
- Els nivells de GFP i de Nkx2.5 correlacionen bé amb els altres nivells ja siguin
cel-lulars o a nivell de fluorescéncia.

- A major nivell de fluorescencia, major enriquiment en progenitors cardiacs.
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RESULTATS CITOMETRIA LINIA
CEL-LULAR NO TRANSGENICA
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DIA O ( PRIMERA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:28:55

01_12620 Clau Well 01.00122797.LMD : MXP

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 13:27:21

Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122797.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

1035
= A
= - 1
- = -'-l '. L
10°- .._l_l;-. i
3 -
> ]
- q0'
1] = L
%] 3
10°<
ER
R A e

FS Lin

[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC

o
S
«©
il |
i
”"%ld’ — '”""|'01 T ......a,o2 T
FL1 Log
$10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC
10%
102
e
- 1
10
3
™

10°

FL3 Log PI

FL1 Log

Run Date: 03-Jun-13, 13:27:41
Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 72.5s / 4771

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

-
b

Lol

=
=%

PR

3

Lol

K

L

i MR

FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC

FL1 Log
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Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:28:55

Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122797.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 13:27:21

©
D
- P PR R

T

103

FL3 Log
[G AND F] FL4 Log - ADC
o
| E
10° 10 102
FL4 Log
a» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
10°3
102—5
2 ]
=1
7] =
%] =
10°
TR T

01_12620 Clau Well 01 00122797.LMD : MXP

FL3 Log

FL4 Log

Run Date: 03-Jun-13, 13:27:41
Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 72.5s / 4771

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC
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Playback Institution: CCIiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:28:55

Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122797.LMD

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 13:27:21

Run Date: 03-Jun-13, 13:27:41

Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 72.5s / 4771

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

(10000) [G AND F] FL1 Log#L3 Log - ADC

TUngated] FL1 LogFL3 Log - ADC

E K
E 10
g 13 = ]
2w O g
4 E g 5
: 5 "3 a
] z 3 o
w0 4
E 100
S EEE e e — =
Sun 10° 10" 10
FL1Log GFP
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 4771 10000 375 386 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 11 023 240 283 ALL 791 10000 0.727 1.1 ALL 4771 10000 0.393 383
F 1854 3886 742 852 K 1 0.13 121 0.354
(10000) [Ungated] FL1 LogFL4 Log - ADC
[FIFL1 Log - ADC G AND F] FL3 Log - ADC
-
D
- - oy -
10° 10 10° 10 fLitog
A3log
(10000) [Ungated] FL.1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 4771 10000 0393  5.15
ALL 1854  100.00 0.742 i ALL 791 10000 1.1 i
c 4 222 24.7 Hith D 51 645 397 L
J 20 1.08 7.15 i
1G AND Fj FL3 Log - ADC
[Ungated] FS LinFL3 Log - ADC
[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
= ALL 4771 10000 375 383
2 G 814 1706 954 1.08
fd
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 791 10000 1.1 i
D 51 645 397 i oLy
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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DIA 0 ( SEGONA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

SS Log

FL3 Log

FL4 Log

03_12620 Clau Well 03 00122993.LMD : MXP

Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:31:08

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:26:31
Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122993.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

-
%

-
hi

3

-
=%
Ll

FS Lin

[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC

3

T DO S s

FL1 Log

(;2000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC

102

10!

10°

FL3 Log PI

FL1 Log

Run Date: 07-Jun-13, 13:27:06
Sample ID: Well 03

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 240.0s / 9120

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

3

K

2

Lol

o
e

PR

10"

FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

.l .....-1ld) T lllll?m T lllll?y LR R L1

FS Lin

[F1 FL1 Log - ADC
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Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PL.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:31:08

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:26:31
Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122993.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

16

FL3 Log

[G AND F] FL4 Log - ADC

42
=

FL4 Log

a» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

3

Ly

2

SS Log
-
-

-
<L

FL3 Log

FL4 Log

03_12620 Clau Well 03 00122993.LMD : MXP

Run Date: 07-Jun-13, 13:27:06
Sample ID: Well 03

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 240.0s / 9120

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

FS Lin

102

10

10°
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Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:31:08

Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122993.LMD

Run Date: 07-Jun-13, 13:27:06

Sample ID: Well 03

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 240.0s / 9120

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:26:31

w0

g
RN ST )

SSLog

[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 9120 10000 412 477

{(10000) [G AND F] FL1 Log#L3 Log - ADC

[Ungated] FL1 Log#L3 Log - ADC

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

0
] o
E g
S 1w =
a E e}
z 3 B

10

(i PR o R PRI T T
FL1Log GFP FL1log

(10000) [G AND F] FL.1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

A 75 0.82 240 350 ALL 2404 10000 0.66 1.09 ALL 9120 10000 1.06 239
F 7344 80.53 455 512 K 0 0.00 0 0
{10000) [Ungated] FL1 Log¥L4 Log - ADC
TFIFLTLog - ADC GAND FJFL3 Log - ADC

[F] FL.1 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 7344 10000 1.14 i

C 59 11.8 Hith

i 1054 .35 4.09 Hih

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 2404 10000 1.09 it

)
g
2
e T e e
F.1Log
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 9120 10000 1.06 624

FL3 Log

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

G AND F] FL3 Log - ADC

D 113 4.70 3.65 #it#
[Ungated] FS Lin/FL.3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 9120 10000 412 239
G 2420 2654 70.1 1.09

[G AND F] FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 2404 10000 1.09 i
D 113 470 3.65 #iH#

Fl3Llog

Page 1
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DIA 6

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 17:49:03

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 17:47:20
Listmode File: 02_12620 Clau D6 NT 00122805.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

o
&1
(7]
7]
o T T T 7T 54
FS Lin
[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC

e

4

«

pa ]

s

FL1 Log

(48000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC

M.
10

102

10!

FL4 Log

FL3 Log PI

FL1 Log

02_12620 Clau D6 NT 00122805.LMD ; MXP

Run Date: 03-Jun-13, 17:47:56
Sample ID: D6 NT

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 64.5s / 10000

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

-
b3

10%

10!

10"

T S PR TR o s

FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC

FL1 Log
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Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 17:49:04

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 17:47:20
Listmode File: 02_12620 Clau D6 NT 00122805.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

10° 10 102 10

FL3 Log

[G AND F] FL4 Log - ADC

©
~ 4
5 E
?0" T """%'m T B N
FL4 Log
a»» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
10°3
102—5
g -
= 40!
(2] b=
® 3
10°
e e e a0

FL3 Log

FL4 Log

2_12620 Cl : MXP

Run Date: 03-Jun-13, 17:47:56
Sample ID: D6 NT

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 64.5s / 10000

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

3

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC

-
R

Lol

s
-3

ol

3

FS Lin

69



CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB Run Date: 03-Jun-13, 17:47:56
Sample ID: D6 NT
User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 64.5s / 10000

Protocol: 12620 Claudia FITC PL.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 17:49:04

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 17:47:20
Listmode File: 02_12620 Clau D6 NT 00122805.LMD

Tngated] FS LinSS Log - ADC
{10000} [G AND FJ FL1 Log¥L3 Log - ADC TUngated] L1 LogFL3 Log - ADC
a =
Ey g
] 2
z 2
— - - 0
_— o R T
fLiLog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 60.5 449 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 172 172 240 261 ALL 5738 10000 0.595 0.996 ALL 10000 10000 0.876 17.7
F 8849 8849 62 44 K 1 0.02 12 0499
(10000) [Ungated] FIL1 Log#14 Log - ADC
AL Log - ADC TGAND FIFL3 Log- ADC

FL4 Log

A P PR PR
FL1Log
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 10000 0876  2.62
ALL 8849 10000 0812 #ith ALL 5738 10000 0996 Hith
c 37 G 154 4 D 292 509 379 ##
J 595 6.72 443 #i

G AND F] FL3 Log - ADC

TUngated] FS LinfL3 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 60.5 177
G 5787 5787 708 0.99

FL3 Log

[G AND F] FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 5738 10000 0996  ###

D 292 5.09 3.79 i

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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DIA 8 ( PRIMERA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 05-Jun-2013, 15:14:10

Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122864.LMD

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 05-Jun-2013, 15:12:17

Run Date: 05-Jun-13, 15:12:41

Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 87.4s / 10000

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

3

PRTTT AR TR MR
5 g b

S Log
3

(10000) [G AND F] FL1 Log#L3 Log - ADC

FL3 Log PI

[Ungated] FL1 Log¥L3 Log - ADC

FL3 Loy

L S L e i R e R

e T 10 10° 10" 100 10°
FL1Log GFP FL1Log
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000  100.00 49 43 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 124 124 240 295 ALL 4246 10000 056 1.08 ALL 10000 100.00 0917 20.1
F 8604 8604 514 437 K 0 0.00 0 0
(10000) [Ungated] FL1 Log¥L4 Log - ADC
TFIRL1Log - ADC G AND FIFL3 Log - ADC

FL4 Log

filog

(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 8604 10000 0906  #i

(& 48 193 HH
J 749 g 4.56 it

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 4246 10000 108 itk

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000  100.00 0917 507

[Ungated] FS LinfL3 Log - ADC

FL3 Log

1G AND F] FL3 Log - ADC

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

D 229 539 3.68 #irt
[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 49 20.1
G 4284 4284 65 1.07

[G AND F] FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean
ALL 4246 100.00 1.08
D 229 539 3.68

Y-Mean
i
HH FL3Log

Page 1
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DIA 8 ( SEGONA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PL.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 05-Jun-2013, 15:22:29

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 05-Jun-2013, 15:20:45

Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122868.LMD

Run Date: 05-Jun-13, 15:21:09
Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 77.9s / 10000

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

I

N
2 0 El =

18n

18

m“—é ?'0
0 |- T T T T T T 740
FSLin

[Ungated] FS Lin/SS Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

(10000) [G AND F] FL1 Log#13 Log - ADC

FL3 Log PI
g

"o 10' 10* 10°

FL1Log GFP

[Ungated] FL1 LogFL3 Log - ADC

FL3 Log

B PRER e i

AliLlog

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log

[Ungated] FL1 Log/FL3 Log

ALL 10000 10000 408 414 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 36 036 240 408 ALL 3175 10000 0518 1.17 ALL 10000 10000 0.784 46.5
F 8582 8582 442 442 K 0 0.00 0 0
(10000) [Ungated] L1 LogFLA Log - ADC
TFARL1L0g- ADC TGANDFIFL3 Log - ADC

FL4 Log

B PR

L PR s

Flilog

(10000) [Ungated] FL.1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 8582 10000 0821  ###
C 36 Qg 118 4
] 653 761 399 i

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 0.784 113

[Ungated] FS LinfL3 Log - ADC

FSLin

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

1G AND FJ FL3 Log - ADC

ALL 3175 10000 117  ###
D 164 5.7 365  ###
[Ungated] FS Lin/FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 408 46.5
G 3213 3213 589 1.16

[G AND F] FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean
ALL 3175 10000 1.17
D 164 517 3.65

Y-Mean
#HH
it

Page 1
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Run Date: 07-Jun-13, 13:19:16
Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 157.8s / 639

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

2

K

2

-
=3

Lol

3

e e I P S i B

FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC

P i

01_12620 Clau Well 01 00122991.LMD : MXP
Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PL.LPRO
Runtime Results
Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:21:55
Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122991.LMD
[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
10°—
102—5
E o
o 1 o
o 10 4]
7] 3 i1
A i
10°
T T T T T — T 240
FS Lin
[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC
10%3
102
o E o
1
5 A0 3
8 : 5
() = o
10°=
3
AL PSR L S LR L PR L)
FL1 Log
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC
10°
3 -
]
10° i
g -
= 10
5 3
w =
10
100 10! 102
FL1 Log

FL1 Log
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1

Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:21:55

Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122991.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

1

1ot

T T T T T

FL3 Log

[G AND F] FL4 Log - ADC

T T Ty T T
1

FL4 Log

o [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

T

T

SS Log
=

T 240

Il 01 00122991. : MXP

FL3 Log

FL4 Log

Run Date: 07-Jun-13, 13:19:16
Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 157.8s / 639

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

10?

10

10°

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC

10°3

102—; = = " . =
e,

1o1—§i:_-..£.-'
3 mn Tm g =
7 Ll

100 | = - 3
. Ho 5 R e
B e e e e 7T

FS Lin

74



CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCIiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:21:55

Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00122991.LMD

Run Date: 07-Jun-13, 13:19:16
Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 157.8s / 639

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
(10000) [G AND F] FL1 LogL3 Log - ADC [Ungated] FL1LogFL3 Log - ADC
i
] 3 K E
E -ml—; 10° |
1 E El
g ] = 1 3
2 13 5 g
@ E| e i) - -
E 5 0! E a 0! 3
& 3 o 2
- 00
o v — ] %
i I R o e e e
FL1Log GFP FLilog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 639 10000 277 29.1 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 1 0.16 240 301 ALL 82 10000 0589 1.1 ALL 639 10000 2.85 20
B 259 40.53 493 54.1 K 0 0.00 0 0
(10000) [Ungated] FL1 Log#14 Log - ADC
[FIFL1Log - ADC 1G AND F]FL3 Log - ADC
107
4 55
=
e Seme—— 5
= 10"
z
J D
= _— 10 ;
- = [ _ T e e
10° 10 10° 10 0 o 100 10 Ailog
FL1Llog A3Log
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 639 10000 285 432
ALL 259 M#100.00 0501  ### ALL 82 10000 1.1 et
(&5 0 0.00 0 it D 2 244 345 it
J 6 232 4.19 i
IGAND FJFL3 Log - ADC
[Ungated] FS LinfL3 Log - ADC
[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 639 10000 27.7 20
G 85 1330 861 1.09 D
[G AND F] FL3 Log §
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean SR R SR RS RR U R P PR
ALL 82 10000 1.1 #Hi
D 2 244 345 it FL3Log
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

DIA 13 ( PRIMERA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB

Protocol: 12620 Claudia FITC PL.LPRO

Runtime Results

Analysis Date: 10-Jun-2013, 13:08:40

Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00123000.LMD

Run Date: 10-Jun-13, 13:06:28

Sample ID: Well 01

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 130.3s / 10000

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

SSlog

[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 10000 10000 69.7 192
A 419 419 240 855
F 6278 6278 84.6 23.1

{10000} [G AND F} FL1 LogFL3 Log - ADC

T AR RTTT I SERTTTT MR ETTT

FL3Log PI
g

T {7 1

10° 10 107 10°

FL1Log GFP

[Ungated] FL1 LogFL3 Log - ADC

FL3 Log

T

Rl 10° 1 10

FLiLog

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 3390 10000 0562  0.508
K 1 003 592 247

[Ungated] FL.1 Log/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 1.08 249

TFIFL1 Log - ADC

(10000) [Ungated] FL1 LogFL4 Log - ADC

1G AND F) FL3 Log - ADC

FL4 Log

T
107 10°

(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 6278  100.00 1.19 it
(63 107 W 12 it
J 737 174 498 i

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000  100.00 1.08 6.33

FL3 Log

FSLin

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

G AND F] FL3 Log - ADC

ALL 3390 10000 0.508 W
D 3. 0.09 2.61 it
[Ungated] FS Lin/FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000  100.00 69.7 24.9
G 3496 3496 105 0511

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean
ALL 3390 10000 0508
D 3 0.09 2.61

Y-Mean
i
HH#

Page 1
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

DIA 13 ( SEGONA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Resuits

Analysis Date: 10-Jun-2013, 13:12:26

Listmode File: 01_12620 Clau Well 01 00123002.LMD

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 10-Jun-2013, 13:11:08

Run Date: 10-Jun-13, 13:11:32
Sample ID: Well 01
User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 51.2s / 28869

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

FSLin

[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 28869 10000 757 225

(10000) (G AND FJ FL1 LogiL3 Log - ADC

FL3Log Pl

Ty R e

o w1

FL1Log GFP

[Ungated) FL1 LogFL3 Log - ADC

FL3 Log

FLilog

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

[Ungated] FL1 Log/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

A 1548 536 240 103 ALL 10000 10000 0611 0.672 ALL 28869 10000 134 334
F 18933 6558 863 24.1 K 4 004 179 0519
[Ungated] FL1 Log#L4 Log - ADC
[FIAL1Log - ADC G AND FJFL3 Log - ADC

FL4 Log

AiLog

| {Ungated] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 18933 10000 135 #H#
(& 297 7 19.9 i
] 2333 32 572 HiH

[G AND F] FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 0672  #HH#

D 16 0.16 2.68 #iH

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
IALL 28869 10000 1.34 85

[Ungated] FS LinFL3 Log - ADC

FL3 Log

1G AND FJFL3 Log - ADC

9

[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

ALL 28869 10000 757 334 <1
G 10359 35.88 101 0.672 il D
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 100.00 0.672 #HH
D 16 0.16 2.68 HiH#
Page 1
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

ASSOLICIO DE LA PLURIPOTENCIA

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 05-Jun-2013, 15:17:21

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 05-Jun-2013, 15:16:30

Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122866.LMD

Run Date: 05-Jun-13, 15:17:05
Sample ID: Well 03
User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 13.7s / 10000

TUngated] FS LinSS Log - ADC
(10000) (G AND F] FL1 LogL3 Log - ADC [Ungated] FL1 Log¥L3 Log - ADC
] 3 K
0 ]
E 10
= 4 E
3 0 & ] =
2 2 S
E o 3 2
] o E T
0’ ] .
3 10 <
] 3 ES
E +48
4 TA
. B oo m PR PR Bath PR PRSP
FL1Log GFP FL1Log
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL.1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 97.9 127 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 882 8.82 240 332 ALL 2523 10000 0.683 201 ALL 10000 10000 0.618 34
F 7194 7194 102 133 K 1 0.04 124 0512
{10000) {Ungated] FL1 LogFLA Log - ADC
FIFL1 Log - ADC G AND FJFL3 Log - ADC

FL4 Log

[F] FL1 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 7194 10000 059 #H#

C 0 0 W

] 16 g 327 wHH#

[Ungated] FS LinFL3 Log - ADC

FL3 Log

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

AiLog
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 100.00 0618  8.71
ALL 2523 10000 201 i
D 504 1998 397 HH
G AND FIFL3 Log - ADC
°
[Ungated] FS Lin/FL3 Log i
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 100.00 979 34
G 2602 26.02 134 196
[G AND F] FL3 Log i
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean 10° 10° 10 10
ALL 2523 100.00 201 i
D 504 1998 397 Hih Rty
Page 1




CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

RESULTATS CITOMETRIA LINIA
CEL-LULAR TRANSGENICA
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM 2n BATXILLERAT

DIA O ( PRIMERA CITOMETRIA)

01_12620 Clau DO T O D : MXP
Playback Institution: CCiT UB Run Date: 03-Jun-13, 17:45:14
Protocol :12620 Claudia FITC PL.PRO Sample ID: DO T
Runtime Results User ID: USER1
Analysis Date: 03-Jun-2013, 17:47:21 Acquisition Time/Events: 125.0s / 10000
Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 14:44:53
Listmode File: 01_12620 Clau DO T 00122804.LMD
[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC
10 10°
g 1w E K
] ]
102—5 1?—5
o 3l %, i
3 101_5. 3
& E ©
3 |
] ™
10°—
- 240 100 10! 10 0
FS Lin FL1 Log GFP
[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC [Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC
10°3
o o
&) S
3 pr
™ ™
100 10! 102 108
FL1 Log FS Lin
(19000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC [F] FL1 Log - ADC i
e
—
3
™
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO

Runtime Results
Analysis Date: 03-Jun-2013, 17:47:21
Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 14:44:53

Listmode File: 01_12620 Clau DO T 00122804.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

10

TTTTT T T T T T T T

10
FL3 Log

[G AND F] FL4 Log - ADC

19

T T T T

1

i'd’ ALY
FL4 Log

a» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

10
10?
&
-l 10!
(2}
(2]}
10"
o T T T T T T T ™340
FS Lin

FL3 Log

FL4 Log

00122804.LMD :

Run Date: 03-Jun-13, 17:45:14

Sample ID: DO T

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 125.0s / 10000

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 17:47:22

Listmode File: 01_12620 Clau DO T 00122804.LMD

Run Date: 03-Jun-13, 17:45:14

Sample ID: DO T

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 125.0s / 10000

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 14:44:53

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

(10000) [G AND F] FL1 Log#L3 Log - ADC Iungated] FL1 LogFL3 Log - ADC
3 w0 o
] i 3
102 ] /'
10
= 3
3 g0 = ] 2
H = g o 2
E - E b
] a E T
o ]
= w ]
e i
. A ki e ra i P
FL1Log GFP FLiLog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 49 553 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 161 1.61 240 256 ALL 1833 10000 491 137 ALL 10000 100.00 1.74 283
F 6344 6344 63.9 753, K 1356 7398 6.1 1:3
{10000) [Ungated] FL1 LogFL4 Log - ADC
TFIFL1 Log . ADC 1GAND FIFL3 Log - ADC
=
g
3
3
z
A PRSP B P
AL1Log
(10000) [Ungated] FL.1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 100.00 1.74 432
ALL 6344 10000 215 i ALL 1833 10000 1.37 iH#
€ 350 552 122 it D 148 8.07 372 #i#
J 1763 ™2779 589 it
1GAND FIFL3 Log - ADC
[Ungated] S LinfL3 Log - ADC
[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 49 283
G 1875  18.75 101 135
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 1833 10000 1.37 i
D 148 8.07 372 i
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1




CARDIOMIOCITS HUMANS CM

DIA 0 ( SEGONA CITOMETRIA)

2n BATXILLERAT

SS Log

FL3 Log

FL4 Log

4_1 I

Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results
Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:32:16

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:31:07
Listmode File: 04_12620 Clau Well 04 00122994.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

3

1L

10°2
o ~ T T T T T T T2
FS Lin
[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC
10

10'

10°

10°

10?

10'

10°

e T T T e T e

FL1 Log

(19900) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC

T T T

T e

i

FL1Log

L e

04 0f

FL3 Log PI

FL1 Log

94.LMD :

Run Date: 07-Jun-13, 13:31:42
Sample ID: Well 04

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 31.6s / 10000

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

3

K

R

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

T T

r— .

r——

FL1 Log GFP

- -
Q R
vl ol

3

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC

FL1 Log
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

04_12620 Clau Well 04 00122994.LMD : MXP
Playback Institution: CCiT UB Run Date: 07-Jun-13, 13:31:42
Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO Sample ID: Well 04
Runtime Results User ID: USER1
Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:32:16 Acquisition Time/Events: 31.6s / 10000
Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:31:07
Listmode File: 04_12620 Clau Well 04 00122994.LMD
[G AND F] FL3 Log - ADC [Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC
< 103
— 3
- =
8
N |
©®
=4
™
10°
FL3 Log FS Lin
[G AND F] FL4 Log - ADC [Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC
10°3
S 3 =
b—4 - [ ]
3 L
L
i
2 4
S
3
E i
- I T
FL4 Log FS Lin
a» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
10°3
102—5
g) -
- 0
(23 3
"’ 3
10"
0" T T T T T T T ™340
FS Lin
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:32:17
Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:31:07
Listmode File: 04_12620 Clau Well 04 00122994.LMD

Run Date: 07-Jun-13, 13:31:42
Sample ID: Well 04
User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 31.6s / 10000

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

{10000} IG AND 1 FL1 LogiL9 Log - ADC TUngated] FL1 LogFL3 Log - ADC
102
2 n E
= = E
7 L 3
g 3 2
] -
== T ]
. i Pl P e i Pt rna e
FL1Log 6P FLiLog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 45.7 383 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 81 081 240 309 ALL 4727 10000 1.75 098 ALL 10000 100.00 1.79 124
F 8633 8633 482 392 K 787 16.65 6.87 146
10000) [Ungated) FL1 LogFL4 Log - ADC
TFRL1Log - ADC 1GANDF]FL3 Log - ADC

FL4 Log

T T
Ailog
(10000) [Ungated] FL.1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 10000 1.79 3.37
ALL 8633 10000 173 it ALL 4727 10000 098 122
G 348 2403 16.3 it D 147 311 38 223 =
J 1563 18.10 6.64 #it
[GAND FJFL3 Log - ADC
[Ungated] FS LinfL3 Log - ADC
[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
e ALL 10000 10000 457 124
) G 4760  47.60 60.1 0977
z
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 4727 10000 098 it
D 147 3.11 38 i
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

TRANSGENIQUES DIA 0 + NO TRANSGENIQUES DIA 6

SS Log

FL3 Log

FL4 Log

3

00122798.LMD :

Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC Pl.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:33:15

Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122798.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

PRRETTT IR AT

Lol

FS Lin

[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC

-
)

2

Ll

-
=3

vl

3

S| Lol

FL1 Log

(19900) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC

3

-
R

Lol

-
L=

PR

3

FL1 Log

R T T

FL3 Log PI

FL1 Log

-
b3

Run Date: 03-Jun-13, 13:30:02
Sample ID: Well 02

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 192.1s/ 1010

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

- -
N b
ool ol

-
L

Ll

K

Ll

e W i ~a

FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

2

-
Q

3

farm|

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PL.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:33:16

Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122798.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

FL3 Log

T Ty T |-|||u|1 T T T

102 103

[G AND F] FL4 Log - ADC

FL4 Log

T Ty Ty T T
1

a» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

-
%

IR

-
R

SS Log
-
X

PRl

3

Il 01227

FL3 Log

FL4 Log

Run Date: 03-Jun-13, 13:30:02
Sample ID: Well 02

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 192.1s/ 1010

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC

FS Lin
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB Run Date: 03-Jun-13, 13:30:02
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO Sample ID: Well 02
Runtime Results User ID: USER1
Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:33:16 Acquisition Time/Events: 192.1s / 1010
Settings File: Settings modified during acquisition, N/A
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122798.LMD
[Ungated] FS LinSS Log - ADC
{10000) [G AND FI FL1 LogL3 Log - ADC [Ungated] FL1 LogL3 Log - ADC
10° 10° =
E K e E
100 100
g - 1 E
- = 3 o a
@ = g
@ F S 1w o -
o E . f f
E 100 107
o i 710 3 1
= e e e e T e T e o
FL1Log GFP FL1Log
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 1010 100.00 403 39.8 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 13 129 240 310 ALL 189 10000 203 1.05 ALL 1010 10000 0.796 26.1
F 412 40.79 71.8 774 K 46 2434 6.25 1.11
{10000) [Ungated] FL1 Log¥L4 Log - ADC
[FIFL1 Log - ADC G AND Fj FL3 Log - ADC
c
J D
| e = = . R PR A
10° 10" 10? 107 10° 10" 10° 10 ALiLog
ALilog F3Log
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 1010  100.00 0.796 341
ALL 412 100.00 156 (e ALL 189 10000 1.05 i
(6] 17 4.13 122 i D 13 6.88 442 it
J 72 A48 602 #
G AND F] FL3 Log - ADC
[Ungated] FS Lin¥L3 Log - ADC
[Ungated] FS Lin/FL.3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
2 ALL 1010 10000 403 26.1
= G 227 2248 868 0913 o
[G AND F] FL3 Log o
Regioﬂ Number %Gated X-Mean Y-Mean mq‘nﬂ = “m1lla| v' ““1'»2 et I“qlr;l
ALL 189 10000 1.05 HH
D 13 6388 442 it RALoe
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

DIA 6

2n BATXILLERAT

SS Log

FL3 Log

FL4 Log

03_12620 Clau Well 03 00122799.LMD ; MXP

Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PL.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:34:16

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 13:33:15
Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122799.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

0T 040
FS Lin
[Ungated] FL1 LogIFL3 Log - ADC
10° E
1 ot e A

FL1 Log
(19900) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC

4n3.
10

Lo

SRR ™
FL1 Log

Run Date: 03-Jun-13, 13:33:50
Sample ID: Well 03

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 22.6s / 10000

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

3

K

2

FL3 Log PI
-
X

P PR PR ARk B
FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

FL1 Log

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC

FL1 Log
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CARDIOMIOCITS HUMANS CM

2n BATXILLERAT

Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PL.PRO
Runtime Results

Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:34:16

Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122799.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

Settings File: 12620 Claudia FITC PL.PRO, 03-Jun-2013, 13:33:15

T T T

() 10" 108
FL3 Log
[G AND F] FL4 Log - ADC
=
| E
o 101 102 108
FL4 Log
a» [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
10°3
10%—
g
-l
(2]
n

T 240

FL3 Log

FL4 Log

03_12620 Clau Well 03 00122799.LMD : MXP

Run Date: 03-Jun-13, 13:33:50
Sample ID: Well 03

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 22.6s / 10000

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC
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Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO

Runtime Results
Analysis Date: 03-Jun-2013, 13:34:16

Listmode File: 03_12620 Clau Well 03 00122799.LMD

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 03-Jun-2013, 13:33:15

Run Date: 03-Jun-13, 13:33:50
Sample ID: Well 03

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 22.6s / 10000

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

=
et
H
o d NEZ]
FSLin
[Ungated] FS Lin/SS Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 100.00 50.7 326

(10000} |G AND F] FL1 Log#L3 Log - ADC

FL3Log Pl

R TR I

FL1Log GFP

[Ungated] FL1 Log#L3 Log - ADC

FL3 Loy

PRERETTT MY

ey

w e w

Ailog

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

[Ungated] FL1 Log/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 184 213

A 76 0.76 240 264 ALL 5558 10000 1.79 0979
F 8477 8477 35 344 K 770 1385 781 1.48
(10000) [Ungated] FL1 LogFL4 Log - ADC
TFIFL1Log - ADC G AND F]FL3 Log - ADC

Fld Log

L e L
10' 171;' 10

A1leg

(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 8477 10000 1.8 it

€ 363 4& 192 it

J 1183 1396 855 it

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 5558 10000 0979  ##H#
D 236 425 373 #i#

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 184 292

[Ungated] FS LinFL3 Log - ADC

FL3 Log

FSLin

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2

G AND F] FL3 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 10000 50.7 213

G 5652 5652 64 0.969

[G AND F] FL3 Log

ALL 5558 10000 0.979
D 236 425 3.73

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

i
it

Page 1
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DIA 8 (PRIMERA CITOMETRIA)

Playback Institution: CCiT UB Run Date: 05-Jun-13, 15:14:43
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO Sample ID: Well 02

Runtime Results User ID: USER1

Analysis Date: 05-Jun-2013, 15:16:31 Acquisition Time/Events: 105.6s / 10000

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 05-Jun-2013, 15:14:09
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122865.LMD

(10000) [G AND FI L1 Log#L3 Log - ADC TUngated] FL1 Log¥L3 Log - ADC
9
E >
] K
102 3] /
E oy
L ~ &
7 w0 & E g
M S 1w o
3 { g 3 2
wd§ ]
3 10°
O 7 240 .
i T T e e o T T e T e e
FL1Log GFP F1Llog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 535 565 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 322 322 240 295 ALL 2470 10000 472 13 ALL 10000 100.00 3.69 40
F 8219 8219 532 54.1 = K 959 38.83 108 181
(10000) [Ungated) FL 1 Log#L4 Log - ADC
[FIFL1Log - ADC [G AND F]FL3 Log - ADC

FL4 Log

0°

FliLog
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 10000 3.69 9.87
ALL 8219 10000 3.02 it ALL 2470 10000 13 #HH
(6] 821 9& 174 HH D 246 9.96 394 ittt
J 2512 30.56 832 i ”

(G AND FI FL3 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 100.00 535 40

G 2505  25.05 80.5 129
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 2470 10000 13 i
D 246 9.96 3.94 it
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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DIA 8 ( SEGONA CITOMETRIA)

Playback Institution: CCiT UB Run Date: 05-Jun-13, 15:23:03
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO Sample ID: Well 02

Runtime Results User ID: USER1

Analysis Date: 05-Jun-2013, 15:24:36 Acquisition Time/Events: 89.6s / 10000
Settings File: 12620 Claudia FITC PL.PRO, 05-Jun-2013, 15:22:28

Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122869.LMD

TUngated] FS LinSS Log - ADC
(10000} [G AND F} FL1 Log#L3 Log - ADC [Ungated] FL1 LogFL3 Log - ADC
10° 5
a 0%
3. 3 K
107 ] /‘
E o'y
2 E E
g = 3
2 "3 ER E
@ S w4 =
- -l -
10°, ] & ] h
i . 10
——————— 50
- PR P e B b e et
FL1Log GFP FLilog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000 100.00 482 545 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 187 1.87 240 299 ALL 2058 10000 4.59 14 ALL 10000 10000 3.07 718
B 8092 8092 508 56 £ K 719 3494 115 194
(1D000) fUngated] FL1 LogFL4 Log - ADC
TFIRL1Log- ADC [GAND FIFL3 Log - ADC

FL4 Log

o e PR R e
Filog
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 10000 3.07 174
ALL 8092 10000 2386 W ALL 2058 10000 14 i
(& 715 ? 176 i D 236 11.47 39 #Ht
J 2339 91 8.14 i =

16 AND FIFL3 Log - ADC

[Ungated] S Linf13 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
= ALL 10000 10000 482 718
2 G 2081 2081 764 139
2
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 2058 10000 14 it
D 236 1147 39 it
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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02_12620 Clau Wi
Playback Institution: CCiT UB
Protocol :12620 Claudia FITC PI.PRO
Runtime Results
Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:26:32
Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:21:54
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122992.LMD
[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
10°=
102—5
=) d
]
=1 10'
(7] 3
(] 3
10°—
o T T T T T T T 220
FS Lin
[Ungated] FL1 Log/FL3 Log - ADC
10°3
&
=
™
i
™
100 10! 102 108
FL1 Log
(18900) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log - ADC
10°
102
o
o 1
10
3
™
10°=
FL1 Log

FL3 Log PI

FL1 Log

: MXP

Run Date: 07-Jun-13, 13:22:30
Sample ID: Well 02

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 240.0s / 7311

(10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log - ADC

-
£

K

102

PRI EEurT |

= .".?d) L lllll?01 T llll?oz T T VU 03

FL1 Log GFP

[Ungated] FS Lin/FL1 Log - ADC

FS Lin

[F] FL1 Log - ADC

FL1 Log
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Playback Institution: CCiT UB

Protocol :12620 Claudia FITC PL.PRO

Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:26:32

Settings File: 12620 Claudia FITC PI.PRO, 07-Jun-2013, 13:21:54
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122992.LMD

[G AND F] FL3 Log - ADC

15

10! 102
FL3 Log

[G AND F] FL4 Log - ADC

35

FL4 Log

Py [Ungated] FS Lin/SS Log - ADC

2

SS Log
-
3
1 Illlll|l Ly

Ll

02_12620 Clau Well 02 00122992.LMD : MXP

FL3 Log

FL4 Log

Run Date: 07-Jun-13, 13:22:30
Sample ID: Well 02

User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 240.0s / 7311

[Ungated] FS Lin/FL3 Log - ADC

FS Lin

[Ungated] FS Lin/FL4 Log - ADC
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Playback Institution: CCiT UB
Protocol: 12620 Claudia FITC PL.LPRO
Runtime Results

Analysis Date: 07-Jun-2013, 13:26:32

Settings File: 12620 Claudia FITC PL.PRO, 07-Jun-2013, 13:21:54

Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00122992.LMD

Run Date: 07-Jun-13, 13:22:30
Sample ID: Well 02
User ID: USER1

Acquisition Time/Events: 240.0s / 7311

[Ungated) FS Lin'SS Log - ADC

(10000) [G AND F] FL1 LogiFL3 Log - ADC [Ungated] FL1 LogFL3 Log - ADC
10° = 10°
E K o
102
g -~
3 = 1 =
n = )
= "3 ]
g =
3 m’—;
" ’ b T 240 ]
FSLin 10° 10 1 10° 10° 10 10° 10°
FL1Log GFP FL1Log
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 7311 10000  48.1 465 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 45 0.62 240 232 ALL 1884 10000 4.77 1.15 ALL 7311 10000 186 31.5
F 5323 7281 592 585 K 1533 8137 549 1.08
{10000) [Ungated] FL1 Log#L4 Log - ADC
[F]FL1 Log - ADC 1G AND F]FL3 Log - ADC
o
e W
FL1log
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 7311 10000 1.86 792
ALL 5323 10000 225 i ALL 1884 10000 1.15 Hi#
€ 278 @22 119 it D 74 393 3.66 #
J 1745 3278 561 #itit
G AND F] FL3 Log - ADC
[Ungated] FS LinfFL3 Log - ADC
N
e [Ungated] FS Lin/FL3 Log
E Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
2 ALL 7311 100.00 48.1 315
] G 1918 2623 959 1.14
=
3 [G AND F] FL3 Log
1 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
i N ALL 1884  100.00 1.15 #i#
D 74 393 3.66 it
FSLin
Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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Playback Institution: CCiT UB Run Date: 10-Jun-13, 13:09:14
Protocol: 12620 Claudia FITC PL.PRO Sample ID: Well 02

Runtime Results User ID: USER1

Analysis Date: 10-Jun-2013, 13:09:51 Acquisition Time/Events: 33.7s / 10000

Settings File: 12620 Claudia FITC PL.PRO, 10-Jun-2013, 13:08:39
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00123001.LMD

[Ungated] FS Lin/SS Log - ADC
(10000) {G AND F] FL1 LogFL3 Log - ADC [Ungated] FL1 Log¥L3 Log - ADC
] 3 K 3
102 ] ]
= 100 102
E 3 E
g | ~ 3 3
7w z 1 ) 1
¢, 3 S w o 1w
E 2 E = E
0 . 1 ]
E 10" 10—
] E
0 210 ]
AL P L e e
FSLin 10’ 10° 10° 10° 10°
FL1Log GFP FLilog
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 829 425 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 1375 1375 240 143 ALL 1989 10000 727 557 ALL 10000 10000 7.52 511
F 5003 5003 854 418 K 324 1629 117 3.07
(10000) [Ungated) FL1 LogFL4 Log - ADC
TFIFL1Log- ADC [GAND F] FL3 Log - ADC
E!
102
g
3
3 E
L 3
W'-
SR 0 s s
Flilog
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[F] FL.1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 10000 7.52 13
ALL 5003 10000 482 it ALL 1989 10000 5.57 i
C 949 1897 13.5 Hith D 1452 7300 7.5 E22
] 2064 4 731 it

1GANDF]FL3 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
e ALL 10000 10000 829 51.1
2 G 3029 3029 160 629
a
T
[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 1989 10000 5.57 i
D 1452 7300 715 Hi#

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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DIA 13 ( SEGONA CITOMETRIA)

Playback Institution: CCiT UB Run Date: 10-Jun-13, 13:13:53
Protocol: 12620 Claudia FITC PI.PRO Sample ID: Well 02

Runtime Results User ID: USER1

Analysis Date: 10-Jun-2013, 13:17:53 Acquisition Time/Events: 236.1s / 29091

Settings File: 12620 Claudia FITC PL.PRO, 10-Jun-2013, 13:12:24
Listmode File: 02_12620 Clau Well 02 00123003.LMD

[Ungated] FS Lin'SS Log - ADC

(10000) [G AND F1FL1 LogFL3 Log - ADC " [Ungated]FL1 Log L3 Log - ADC
- 3
E 107 0%
g =
= ‘1w o 4
@ ; E’ 0= 5 10
3 o 2
0 ]
E 0 0
O e T e
FSLin
FL1Log GFP FL1log
[Ungated] FS Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL1 Log/FL3 Log
ALL 29091 10000 59.6 294 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 1811 623 240 144 ALL 999 10000 3.64 0.81 ALL 29091 100.00 413 474
F 14227 4891 755 382 < K 446 4464 656 0.837
TUngated] FL1 LogFL4 Log - ADC
TFIFL1Log- ADC [GAND FIFL3 Log - ADC

FL4 Log

AL PR AL P L

0 w o
FLilog
[Us d] FL1 Log/FL4 Log

[F] FL.1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 29091 100,00 4.3 11.8
ALL 14227 10000 394 Ht# ALL 999 10000 0.81 HH
C 1823 é@ 13.4 it D 4 0.40 261 HH
J 7280 7 661 i 1

] [GAND FIFL3 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean

ALL 29091 10000 596 474

G 1119 385 119 0.798
[G AND F] FL3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 999 10000 0381 #i#
D 4 040 261 H#ith

Instrument SN: AJ49353 Software Version: MXP - 2.2 Page 1
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ASSOLICIO DE LA PLURIPOTENCIA

Playback Institution: CCiT UB Run Date: 05-Jun-13, 15:17:55

Protocol: 12620 Claudia FITC PIL.PRO Sample ID: Well 04

Runtime Results User ID: USER1

Analysis Date: 05-Jun-2013, 15:18:07 Acquisition Time/Events: 8.9s / 10000
Settings File: 12620 Claudia FITC PL.PRO, 05-Jun-2013, 15:17:20

Listmode File: 04_12620 Clau Well 04 00122867.LMD

TUngated] FS Lin/SS Log - ADC
(10000) [G AND FJ FL1 Log/FL3 Log - ADC [Ungated] FL1 Log#FL3 Log - ADC
o "
10 102.
= E
3 z ] =
a g ol 2w
2 ] 2 3
10" 10°
] ]
1 1
FSUin 10° 10! 10° 10°
Ailog
[Ungated] F'S Lin/SS Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean (10000) [G AND F] FL1 Log/FL3 Log [Ungated] FL.1 Log/FL3 Log
ALL 10000 10000 754 785 Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
A 429 429 240 265 ALL 3249 10000 647 2.02 ALL 10000 10000 43 349
o4 8199 8199 769 80.8 ; K 2478 7627 764 1.96
(10000) [Ungated] FL1 LogFL4 Log - ADC
[FIFL1Log - ADC 16 AND FIFL3 Log - ADC
& ]
4 102
g
3
=
10° 10 10? 10
FLiLog
(10000) [Ungated] FL1 Log/FL4 Log
[F] FL1 Log [G AND F] FL3 Log Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean Region Number %Gated X-Mean Y-Mean ALL 10000 10000 43 8.98
ALL 8199 10000 3.83 i ALL 3249 100.00 202 HH
(ol 1075 13Aé1 122 i D 598 1841 376 HiH
J 4397 A 6.4 i
[GAND F]FL3 Log - ADC

[Ungated] FS LinFL3 Log - ADC

[Ungated] FS Lin/FL.3 Log

Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 10000 100.00 754 349
G 3297 3297 102 2

FL3 Log

[G AND F] FL3 Log
Region Number %Gated X-Mean Y-Mean
ALL 3249 10000 202 i
D 598 18.41 3.76 it
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CONCLUSIONS DE CITOMETRIA

( Per explicar com analitzem els resultats de citometria, he agafat com a referencia

els resultats de la linia transgeénica DO (2) ).

El primer grafic ( FS Lin/SS Log — ADC) és en el primer en el que ens hem de fixar.
El que ens permet veure és tot alld que son cel-lules, el que no ho sén i els grups
cel-lulars. Per saber-ho distingir, sabem que tots els puntets de dins del gate, per
tant corresponents a la lletra F, son cél-lules. Finalment només ens quedaria una
part per analitzar que seria la part dreta del grafic que es el conjunt de grups
cel-lulars. Aquests, es troben fora del gate.

El segon grafic va junt amb el tercer ( [G AND F ]JFL1 Log/FL3 Log — ADC ) i (FL1
Log/FL3 Log — ADC ). En el segon grafic, el que tenim és tot un conjunt de ceél-lules,
tan vives com mortes. A més a més també hi ha alguna cosa que no ho és. Per tant
el que es fa es separar les cél-lules vives de la resta. Aix0 es pot fer perque les
cel-lules vives tenen fluorescéncia. En el tercer grafic, a I'eix de la y, trobem la
intensitat de fluorescéncia vermella, i a l'eix de les x, trobem la intensitat de
fluorescéncia verda. El que sol ser amb aquest grafic, és agafar la diagonal i treure
les conclusions que el principi, o sigui la part que esta a 0, és a on les cel-lules no
son fluorescents. A mesura que s’avanga per la diagonal la fluorescéncia va
augmentant fins a tal punt en que si es troben cel-lules al final de tot de la diagonal,
aquestes tindran autofluorescencia i per tant no es considerara fluorescent. A més a
més de controlar la fluorescéncia, aquest grafic ens permet saber les cél-lules que

estan vives ( les que estan dins del gate ).

El quart grafic ( FL1 Log - ADC ) el que ens permet é€s observar la intensitat de
fluorescéncia verda. La J en aquest cas representaria el nombre de cél-lules que
considerem verdes. A l'eix de la x trobariem la intensitat i a I'eix de la vy, la

fluorescencia.

El cinqué grafic ( [G AND F] FL3 Log — ADC ) el que ens ve a dir és el nivell
d’autofluorescéncia vermella. Per tant, aquelles cél-lules que no necessiten cap
fluorofor. Aquest grafic es torna a fer més endavant i per tant és el mateix que el

vuité grafic.
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El sise grafic ( FL1 Log/FL4 Log — ADC ) ens serveix per comparar la intensitat de
fluorescéncia verda amb la de vermell llunya ( es sol comparar les cél-lules que es
troben en diagonal - autofluorescéncia - ). La taca rosa el que representa és una
poblacioé cel-lular amb fluorescéncia verda, i la taca verda, son tot el que considerem

cel-lules sense fluorescencia verda ).

El seté grafic ( FS Lin/FL3 Log — ADC ), és el grafic a on s’ajunten totes les dades
aconseguides anteriorment. El que es vol saber és la morfologia de les cel-lules. La
lletra G i tots els puntets que hi ha dins del gate, representen les cél-lules vives.

D’altra banda, tots els puntets que hi ha fora del gate son cél-lules mortes. A I'eix de
la y el que trobem és el control d’intensitat de fluorescéncia vermella ( aixd és
gracies al iodur de propidi que nomeés es troba a les cel-lules mortes ). Totes les
cel-lules d’aquest grafic, tant les vives com les mortes, son les mateixes que les del

gate del primer grafic.

El dotzé grafic ( FS Lin/FL1 Log — ADC ) el que ens permet és comparar la intensitat
de fluorescencia verda amb la morfologia de la cel-lula. Per tant, ens donen
informacio de l'estat en el qual estan totes les cel-lules i també ens serveix per dir

guines son les cel-lules que ens interessen i les que no.

El dissete grafic ( FL4 Log — ADC ) ens mostra el nombre de cél-lules que hi ha a
cada punt d’intensitat de fluorescéncia. En aquest cas seria la fluorescéncia de
vermell llunya perd com que a nosaltres ens interessa la fluorescencia verda ( GFP )

o cél-lules tenyides de iodur, en aquest cas parlariem d’autofluorescéncia.

El divuite grafic ( FS Lin / FL4 Log — ADC)) el que fa és comparar la morfologia de la
cél-lula amb la intensitat de fluorescencia. En aquest cas es mira la fluorescencia de

vermell llunya.

Per controlar el nivell de fluorescencia de les cél-lules, tant les de la linia cel-lular
transgeénica com la no transgenica, m’he centrat en els resultats de citometria dels
dies 0,8,13 i el dia en que les cel-lules assoleixen la pluripotencia. He escollit
aquests dies perqué representen el principi, la meitat i el final de I'experiment. A
continuacio faré dos grafics a on es podra veure I'evolucio de la fluorescéncia i aixi

poder comparar una linia cel-lular amb una altra ( Fig. 56 157 ).
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LINIA CEL-LULAR NO TRANSGENICA

2500

2000

1500

1000

500

DO D8 D13 Dpluripoténcia

m DO
D8
m D13

B Dpluripoténcia

Figura 56 Grafic linia cel-lular no transgenica

+ Fluorescencia linia cel-lular no transgenica:
Dia 0: 20 cel-lules fluorescents.

Dia 8: 749 cel-lules fluorescents.

Dia 13: 2333 cel-lules fluorescents.

Dia assolicio pluripoténcia: 16 cel-lules fluorescents.

+ Fluorescencia linia cel-lular transgenica:
Dia 0: 1763 cél-lules fluorescents.

Dia 8: 2339 cél-lules fluorescents.

Dia 13: 2964 cél-lules fluorescents.

Dia assolicio pluripoténcia: 4397 cél-lules fluorescents.
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LINIA CEL-LULAR TRANSGENICA

5000

4500
4000

3500
3000

m DO

2500 D8

2000

E D13
1500 - M Dpluripotencia
1000 -

500 +

DO D8 D13 Dpluripoténcia

Figura 57 Grafic linia cel-lular transgenica

Ara que ja tenim els dos grafics que ens mostren les cel-lules amb fluorescéncia,

podem comparar facilment una linia cel-lular amb l'altra.

Mentre que la linia cel-lular transgenica té un augment consecutiu i estable del
nombre de cel-lules amb fluorescencia fins el dia d’assolicid de la pluripoténcia, la
linia cel-lular no transgeénica, comenca amb un nombre de cel-lules florescents
bastant baix i de cop té un augment considerat que correspon al dia 8. A més a més
a partir del dia 8, el nombre de cél-lules fluorescents té un augment molt important
que anira acompanyat d’'una forta davallada quan aquestes cél-lules assoleixin el
nivell de pluripoténcia.
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3. ESTANCIA AL’ IQS

Paral-lelament a la investigacido que he estat fent a I' IBEC, com he esmentat
anteriorment, vaig tenir I'oportunitat d’assistir a un altre projecte d’investigacio, en
aquest cas, a I'lQS. Aquest experiment es va dur a terme amb I'ajut dels diners
aconseguits per la Maraté de Tv3. Els diners es van destinar a la recerca entorn la
diabetis. Vaig poder contactar amb el professor i cap del projecte, Carlos Semino.
Després de la primera entrevista, en Carlos em va fer una explicacié de en que
consistiria I'experiment. Vaig creure que era un projecte molt interessant ja que
utilitzava les mateixes tecniques emprades amb les investigacions amb cel-lules

mare i vaig creure que em serviria per complementar la recerca de I’ IBEC.

La recerca d’aquest experiment consistia en dos objectius. Per aix0 es van fer dos
models de cultius: un en 2D i un altre amb 3D ( I'experiment es basara basicament
en el cultiu 3D ). El primer objectiu era I'estudi i la caracteritzacié del RAD16 que és
un péptid. | el segon objectiu era I’ avaluacio de la influencia del microentorn sobre el

fenotip maligne del ductal pancreatic adenocarcinoma.

Degut al temps que es necessita per arribar a uns resultats, m’ha semblat
interessant fer-ne unes pinzellades ( de la recerca ) degut a la importancia que es
déna aqui a Catalunya a la Maratd, dedicada a la recerca cientifica. M’ha fet molta

il-lusioé poder formar part d’aquest projecte degut a la seva importancia.
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4. ARTICLES ACTUALS
RELACIONATS AMB LES
CEL-LULES MARE
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Primeres cel-lules mare d'embrions humans clonats

Un equiip de cientifics dels EUA aconsegueix per primer cop derivar linies col-lulars a
partir d'embrions obtinguis per transferéncia nuclear

La clonacid terapiutica chre noves portes a la medicina regenerativa, perd crea recels
TETEND (D0 - MARCELDMA - Rk a2

Fa gairebé deu anys, ol cientfic cored Hwang
‘Wino-suk rowcluciorava el mon cientific o anunciar
quiz havia aconsegut cionar 30 ambricns homans |
gut rhavio obling® linies cobulars. Lo fia,
publoads & Scesoco, v msohar sorun oy, 1ol com
€5 va descoldir anys mis tard, | na ha ostat dns am
quo un aire equip dinvestigadors, del Comre
Macicnal TOregon per a b investigacis amb Primats
ORPRC) ha assol finadmond ol replo quae pof obire
la porfa a la clonackh rapdutica. Liderais pel nes
Shouihral Mitalipoy, Poeguip dOmgon ha osi@ol copag
dhobieni of-lules mane a parir dembrions humans.
chonals. Lo rectros ho astal publicada & 1o rovists Cakl

Liy Irrvirstigaeckd &5 la culmiraci dots trebals duls @ lermar durant armys amb mooacos. Do fot, of 2007, Mitalipoy
| W poonsegulr donar omibrions S Macacd | on va dorbar linkes col-lulars. Una de los indegrants de Nequip de
Me'ialipoy || coawiona S Fariclo} b5 Fembribioga MNora Manl Guldrmez, quo va sof acomiadada amb un ERD del
Canlre dinsstigacs Princep Felip do Valinoa.

Ly bnica ullfzada por chlonir ols embions clonals &5 I di | ransderdncla nucksar |, oo Tot, ds & mabeisa,
fiot | que mok porfoccionada, que &5 va utizar amb Mevella Doy & mitjan anys 90, AMitalpos va utiiftzar Svuls
de Jonan do mok borna gualiat (il com desioca al sou aricle], als quals va retimr o nudl por resmplagar-o
pel mucl de ofl-lules Se la pel dun packent, on aguest cas adectyt g sindrome de Loigh, una malaltis que
afocta ol sistama ndrvids. Por obeonir un omorsd viabks —alines iInvesTgocions qua ham (mensat for @ mateix han
fracassal quan Membrkd fenda pocs des=, MiEalipoy ha hagut do perfeccionar o bdonica de la fmnsfenénoa
nucioar, por oxemple, uliiizam una soluoid enriguida amb miing gue ha taciiat el rocds

El resulal @ aquest proods. &5 l'embnid cionat, quo comé ol mansx maienial gendtic cel donant. La idoa de la
chonacd amb dnaliats terapdutigees &5 ambar o obipnir célises mane quo s'acabin diensnclant en tooiks
Sans qui pugin gudar a regensmrae dalines de danyats | gue, alhona, sguin gendlicament compalities amb
it packents. Leguip dOMmgon hia ooonsegult firs & quates linies col-luars diersnciades. Por confra, agussio
itonioa tambd obre o porla o Tardasma de la clonacid amb Snaltsts reproductives.

LA FRAEE

2.7.1896

[El nalxemant
o (Daly rapuiss b rseitn i g Sarsp 5 e Soracl
L'owviallia vl s el 20005

La troballa oferaix noves formes de
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Una vacuna prevé el
desenvolupament de la diabetis tipus
1 enratolins

Investigadors del Germans Trias | Pujol han ellaborat una terapia que reeduca les
cél-lules per prevenir la diabetis en humans

El Grup dimmurcloga de 'a Diabetis de
'Hospizal Germans Trias | Puol ha
elaborat una nova terdpia Que evita
I'apancd de la diabets tipus 1, en mtoling
gue aspontdnament paiaen aguesta
malaltia. El fractament consiste a
extroure del cos mtangant una vacuna les
cél lules dendritiques del sistema
immunitar | modificordes cientificament.
Quan es reintroduesixen, aquesles ajuden
a ferar la destrucdd de les cillules
productores dinsulina.

Segons ols investigadors, aguesta
estralégla podnia ser @ base per preveni '
Ia diabets | alires maaitios de causa y 8 - —
Leguip dmrunSiegs gue he puticat of sec Uebald acbee b Sabetis
auommunitira en bumans, (ot | gue falta NPT
ampiar els cxpanments | encara nNo o5 pot
constatar del cerl. Les pemeres
conclusons s'han pubicat aguest
dimecres a la renista centifica PLOS ONE.

El procediment dexpermeniackd s'ha produd amb mtolins que ostan en fase predabébica, a punt
de desenvalupar & malata. Sels ha extrel les o8l-lues dandritques per modificardes in vitro
pergué aconseguissin captar céllules betas en fase de mort cel lular programada. Axi, quan es
tornen a reinfrodusr, generen al sstema mmunilan olerincia cap a les cél-lules beta, frenant la
destrucod | prevenint també Muparicd de la diabels tipus 1.

Aguest trebal cbre la porta @ evitar ef deservoiupament daguesta | @ambé daltres malabes
aulammunitiries en humans, @ que reeduca o sistemas immunian pergué eniti faveng de
I'sustodesiroonid | restaun la tolerdnca cap als propis leixds. En l'expenment hi han col-labomt &
Val d'Hebron sttt de Recerca (VHIR) | finstitut de Recerca Biormédica de Lieida, amb el
finangament de I'iInstasto de Saud Carlos 1l

Desenvolupen un fetge per a humans a partir de
cel'lules mare

05.07.2013 | 07:32

EFE | LONDRES Un equip de cientifics japonesos de la Universitat de Yokohama ha desenvolupat un

fetge funcional per a éssers humans a partir de cél-lules mare pluripotents induides (iPS), segons

publicava ahir la revista cientifica Nature. Aquesta investigacio, realitzada amb ratolins, podria suposar

un gran aveng en la medicina regenerativa, un cop provada clinicament, perqué solucionaria 'escassetat

de donants per curar malalties per insuficiéncia dels drgans en fase terminal. Tot | que encara queda per
comprovar, almenys en set anys, si aquestes técnigues podrien funcionar en humans, el treball aporta

una gran demostracio del potencial terapéutic d'aquest tipus de trasplantaments. 107
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Carne sin remordimiento

L 2eamacs SarrDorgoean @ pards de ofiute rradee b condindd onoe af0s de imvisligaciin y 248 000

e

TACZO 012 - D00 CEY

La lamada hamburguesa de
laboratorio, creada a pardr ce ctiulas
rmadre de Vacuno, es un oran Faso
para el norrbre y pama s vacas, Lo
Cel gran paso se entiende parque
grackas a los esfuernos de Mark Post y
un equipe de dentoos hoandeses se
podra —-en el futurc-- fabricar came y
hacer frente de esta ‘orma a la
escasez mundal ce almenios; oo un
Impacto mecicamiental muy bajo,
ademis. La produccion de came en el
laboratorio €5 una de las pocas
respuesias actibies para almenzar a
una poblacitn que crece on progreskin
Qeométrica, como nos advirtd Maithus.

Fero estamos on la peimera fase, la de

Ia nvestigaciio cuminada con exto.
Por o momento, hay un probioma de caja para ics consumidores
potenciales. La primera hamburguesa a partir de células madre ha
00Gd0 Cinco 20s de investgacon y 248.000 ecros. Un poco lerto pam
un DuUrgo" y UN POCo Caro para los cevoradores de fast food. Dademcs
esperar acemds que con céiuias madre se puodan fabricar también
chulores, soiomilos, entrecots, oscbucos y rato de om: no WCo va a
sor comuda rapida envocita en pagel y servida entre cartones

También hay un probiema sero can e saber. Los criticos gastrondmicos
que prodaran [ hamburguesa sintética —cocinaca por un chetf de
relumioedn, Richare McCowan-- ransmileron mpresiones animasas,
pero cacticas "Estd cerca de la came, aungue no s a0 |ugosa”, “echo
de mencs sal y pimionta” o "ol bocado tore of 2acio de una hamburguesa;
o que resuta dsinto os el sabar™. No aportan demasiaca indormackon;
dicen lo msma (fata el "parece corche”) que 105 encuestados a a walica
de cuaicuior franquicia actual de hamburguesas. La solckén corsistie on
Que acemas de oéiulas macen de vaca utiicen ceéluas madre e madee 0
do Arguifiand para que den go de sabor a a came culivaca

Falia por entender un aspecto crudial de esta revokucitn cérnca. €l
anmal ro sufre, no hay hecatambes vaouras nf el consumicor Sene que
sentirse cupable por ia sangre deramada de fas bestas. Serd, mas o
menos, como devonr vegetales o legumbres. Para los camiveros
consciontes, una decopcidn; para Jas veganos, un aldente. ;Cue
hadieran dicho Pedro Picapiedra y Cteélx?

2n BATXILLERAT
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Un corazodn de raton reconstruido con
células madre humanas vuelve a latir

8 B rubego eadd on b e oo una Rlore creecdn de degares

8 Servind pern wluder mMedceconas y poslies Seeapes s nfinics
EMILIO DE BENITO | Madrid | 13 #G0 2003 - f7 =2 CL” -
Archivado erc Coules rrazee FwveaiiGackin médca Ceoduoge raric socoedio

Eforrwedaces cordiovanuiamms it Doeaicads medicn Booga Trveatgacin ceritica

Crviarvides I

1443 Fabrcar corazones seria la mejor solucidn para muchas enfermas gue

adn cependen ce un trasp@ante (solo on Espa®a se roxizan unas 250

rtervencones de oste tipo al 2o y apraximadamanie oo nomernc smiar

de perscnas pasa por las listas de espera en ese perodo, segin la

° Orgarizacicn Nadona! de Trasplantes). Fero ¢l drgano es muy compiejo

y 5u 2agel tan importame que 05 pascs hay que darfos con sumo

oddado. Investigaderes de la Universidad de Prisburgh pudican hay en

Nature Communncadons un prometedor rabajo en esta dreccidn: la

0 e recorstrucchdn de un cora2dn a parsr de uno de ratde al que se e han
Qutado las céluas hasia quedanse con su andamiaje, y que se sembnd
gespués can céiulas madre de arigen humano. Se trata scla ce algo
pargal, pero la estructura, a los 20 dlas de imgarse con sangre, veivid a
katir, 'o gue se corsidera el pricter Pas0 Dara un futuro drgano bicantético.

an

(- Regll 5 KN - |
»

El trabajo sigue 1as pauias de ‘o que se ha hocha con otros drgarcs
reistvarmente més senclios, Como una Yaguea o un f%dn o higado. En
EspaNa tradaja en @ misma idea Francaco Femander Awiles. Para
orexrio, 50 %omd un corazdn y se le quitarcn s odiuas vivas mediarte
una especie ce detergentes bialdgicos. El resulaco fue una estructura
rerte, of ancamigje que ca la forma Ydimensicral o corazon. Por otrn
Rdo se omarcn océlulas aduitas humanas y se reprogramarcn hasta
convertiFas on un o de oéiulas macre (s PS), que. 2 su ez, se
dertvarcn en drogenitores mutipotendales carclovasculares, un tpo de
maeral que es 2 base de kos tres tofidos fondamentaies ce un corazdn:
ks carclomicctos, céliias endotdliaies y s do tejico muscular liso. A los
20 dias, ¢! corrpiojo empezt a atir.
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Creados microcerebros humanos a partir

de células madre

8 DasiNoos de Ve ogoan 0gencides’ O 4 e imelos que dessrro bt e tupaes au o0%ax
-

SO0 U Modeo an precsdosiens Sure imvisiger of dasarmoiic necron sl

JAVIER SAMPEORO | Madrid | 28 aG0 200 - MLt 108

3.268 La swecnoicgia de las cf

aimos afos con la Qemerackdn en el laboratonkd ce Indestines, Ditukaras

K
9
. retinas humanas y hasta hamb v "
2 C o La leca t'\;.{:i o1 hastn ahoea o cereben, o organa -:.;:« nos
2 = be'mhc pensar, sertir y roccnocernos 0n Un 2S00 SOmo un yo
0 Ie asoconsciente, y la estructura mds compieja de @ que weremos
oONSiancla en este universd Co proporciones nimaginaties. Madelne
Lancaster, Juergon Knobich y sus colegas cel Instiiuto de Botocncioga
Moecular de Viena se saltan ahora esa fomera ol cutivar en ol
Rbcratono unos minicerebeas humancs, U organcides coredralkes oo
tamario de un Quisante que desamolian esportincamente las estructuras
y Capas nouronalies cof conex, @ soce de i mente humana. ; Puode
orodrse una mante en ol tubo do ersayo?

La respuesta os: aon no. Los Las ‘cerebroides’ se han

dentitcas de Viena ri siquera admien . l P
estar inlentando nada pareckdo. Su man VIvas dc

rtencon os construlr un sistema momento durante 10

modeio dol coredro humano que meses

pormsa est.Ciar 0on una precison sin

prececenies su roceso ce desarrolo

en o fodo, ¥ tamdién kos funcamentos

do s erferedades nourcidgicas. De hecha, on ol trabajo que proasentan

en o artjcudo principal de Nature no 50i0 demuestran & generacion de

minicerebros a partr de célslas madre emdricranas humanas, sna

tamdién @ de mniceretros endermas,
o reprogramadas-- de pacientes de microcefala, una colercia

horedtana que cevuehe o cerebrd Rumand al tamafo cel de un

australopteco o un chimparce. Y o que coutre en oscs organcides

ofrece una dave Imporiante de s causas profundas de esa enfermodac
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El CNIO consigue reprogramar células
madre embrionarias dentro del cuerpo

= S capokad S o ics sop b areegec e el Ebonien
= El it sogpeni futira di ohin L

JADME PRATS | valencia | 11507 2012 - 30MI CET L F-

Archhvsiomre  Iroafgacin mides  Clules nadre DD Shired Yemanahs  Soen Cedios Lrpada
Gorifca O ivesSgachin Bipafls  Dvestigecidn cert®ca  Bocgi O reluises

Ervviarwides 0

WIDED: [N

7524 | Desde que on 2005 se consiguld reprogramar smples céulas adultas de
2 pigl para Iansiormarias on oéllas madne B35 o sluripaienies, an
wversitios cama las céiulas madre emitvicnanas, esie procedmienio
sigmzrn se habia reaizado on o Lboriono.

® Un equipo de Centro Nacianal de Imvessgacianes Oncakeghcas (CHID) fa
S somesiradn, por ver primera, que ol procose oo relrasar o reg) de las
péluias acultas (reprogramaras) para comverinas en RS so puede
provecar [ambién en o organisma de um ser e adulio. Pem, ademds,
pstas cébdas madre, gue se han desamcllado en alones, beren mayor
rapacidad do ciferenciacian {do convertrse on cistnios tojdos) gue las
nienidas en laboratorio. Esla nueva #onka no tions impacks orapsuticn
direcin. Pera permile pensar en un fuluno, adn kjana, en el que sean los
propkos Argancs leskonados [os que pusdan producr cékdas made par
regenomanse.

B H«H8

"Es un imbajo excepoonal, refiexiona Juan Caros Izpisia, dinecior del
Cemm oo Medicing Regenortva de Barcelona, "Abne una nueva olap
pamn & medicing, la bsquoda do osiralegias quo oS pormian regenerar
dmanas y bejicos e una foma simiar a los procesas natumbes”.

El trabajo dol grupe do Manuel
Spmaro, director del programa de
Oncokogia Mokscular del CRID, ko
publica Mature ¥ pario da la 16onica
que ke penmitio ol investigador [apards
Shiryn Yomaraka athenor céiulas
madne |75 en 2007 v o Mobelen 2012,

HAT INFORHACIEN

= NS od s vaslips ooh o ook madng
TSET s

& L oblulic Mt PO s meon 4 su
[ oy

Yamanaka recrogramd las ctiulas
adubas infroduciendo on allxs DsIiro

& Lis ofblic M abrat sh fueva binss ah b
el ura el gl

& Lod oot dirkcsbrns Siides s iredo i
ks =usirvis bl i

& Capides Meraoreban hurtanes @ Stk da

olulis madhi

& Ura v el pine Paspleniis v’ da

higada
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genes camoberislicos i la efapa
embrionaria, do fomma que, al
acivarss, dovuetven o cblula a un
estado pricicamente igual al de una
otiiula embrionaria, convitiéndola on la
famosa |PE. Semano ha wsado la
misma combinacion de gones, ol
llamado moie ‘Yamanaia, pero ke ha
ado varas wunkas de uenca, con
unos resuliacos soprendentos &
Inesperados.

El cquipn del imsesigadar espafiol ciseid un misn o que introduja un gen
artticial que, on rescuesta a la adminstradon de un antittcn
—imrasidina— se actha y procuce e misma sfeca que ol codel dalas
oualro profeings ce Yamanaia.

La intencian original de Sermana no era genorr céklas madre 5 en el
interior de ks medores. Sing 2k “mucha mds prosaioy, coma Faslada 3
este diario. Buscaba una forma sencilia do ablener células madr
embricnarias. ¥ 12 forma de conseguinas era pdratr s céluas oo s
ratones con & genoma modficada, hataras en una placa de lanormaG
ton el antibiction y gererar oimante culivos de cbilas 95,

REPROGRAMACION CELULAR EN EL INTERIOR
DE UN RATOMN

Sa modifica gerdticamanin Duranis una semans, 5o
nmm.mm BMHMIM

ifls G &l G qus 58 S ankibilics al falin gics
Poiponar al il BeEvar @l gih atficipl
oM SoMacUeil hay L
PIOCESD G R rAmS i
colular.
[";'~ Wi Rt modicady  VHRE
- ”E:#"i' e — /
P "

REPROGRAMACION CELULAR

Crbalas. adultas s traniforman an cblulas madne embrionanas
La capacidad di ddpnrciacion de #3be cilulas madn
(ransdzsrruatig an dalnios Bpos d oHulis] &8 MEpor qui &l 4
hidbiisan oblemido on ol Isboralorio.

B S prodiucan beraboman B S ctsaress cblulas madi an
[REIFUETITAS SOMpuIIRg ol SPTnie SAnguin: dal mdn
oo dersos tejicos)

Tepoa 086 Tepdd opesl

Mm

T
L LoET g

Meurcnan.
IMPORTANCIA v
S abre la poabikdad haura
du linducic |l negenenacion
dip e gpares: dafiados Caiuias

[= 0 =1 .
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Pesn £ Un mamenic dada, e surgio la duda. | Dus sucedona s s
adminisiraba ol antibiotioo direciamenbe al rosdn miod lceco
penétScamentn y no a los culivos. do sus célilas? “Sinceramene, o
confidizamos & quo las cdlulas so fueran a PeEngamarn danfeo del
ralon”, trasiada ol invesigador. “Ho orelamos gue fundonam™, insisio.
Pena dumic iomd.

Laos ratonos modicados de Somand bebkenon o andbidion dilvido en
QLY Curanie una semana. A poner o mancha o mecanismo desorio
por Yamanaka y adapiado por o CHID, los invesSgadores chservancn
quis citlulas adukas do los radores perd lam sus caracteristicas ¥ adguidan
rasgos e cilulas embronarias "gue no exision &n ks organismas
adullns”, destama Somang.

Tras rotroceder, desprogramarse y comeerti s en céiulas madro, las
rélulas se replicaan do foma desooniralada w dosorderada on & interior
ol puerpo i los roedones dandio lugar a una psCecie 0o masa
compunsta oo dfererins tefidos (oensbral, muscular, dseo, (nfestinal.. | de
imjdas. Una pspoco do erbnsn desorganizadn derominaco leratoma.

La imporanda de estas estruciuras psoudosmhbrionanas gue aparoscian
por docenas en ol dna y en ol abdiomen no estd on su vildad clinica
Hirguna inmpla pusdo nasar por provocar ierafomas. Lo relovanis os que
oe osin doma Qusidaba patende la elovada capacidad do cilorenciaoidn e
las cdjulas madne generadas en ol intorior de los ratones. Estas
psiruciums ro solo condmnian ctkilas dervadas del desamolo el

emrion (Ci las lres capas gue ko condormian], sino induso de lejdos
metermos o embrkde, como o5 o caso do saoo wheling.

Agdemds, los investigadomns del CHID delocianon células maden on ol
lomenio sanguinpa o 105 rafones ratados

En ambos casos —anio on 05 rmomas coma on |3 sngre— |as
p#ulas madne obipnidas prosentaban wvnos estadios embrionanos adn
méds lempranas quo s células producidas medianie la wonica oo
Yamanaka. Es decir, rabian retreosddo a un rivel mds prmitho, por o
Que preseniaban una mayor faculad de dilorend acdn on SHoremies Hpos
oedulares. Prosontaban caracieristicas de embriones humaros o tan solo
T2 horas do geslacian ¥ 16 oiulas, gue en k jorga s denaminan msges
ixipolomes.

Eslas carncteristicas e indiforencackin tam elovadas “nonca so hablan
penerado en el labomiono®, segin os ariores. "Esios dxios nos indican
Quits niesiras chiulas madm son mucho mis worslbdies gue las ctlulas FS
oo Yamanaka®, destoca Somano. La contrapariida de esia faculind s guo
las céjulas son meds dificles de coninolar cuando lega &l momento de
corwortiras on bejdics conorefios.

El pbjstive de la medicina regeneraiiva ponsisio on curar érganos
dafadios a rowts e oflules sanas. La maloda prima do esle ondkogue
ierapéuico son as colulas madre por su capadidad de corvortirss en
oualquicra de los mds de 100 Hpos oelulanes. Los psoecialisias aspiram a
poder mani pulir esias céulas desprogramadas para corveridas en
oHulas sanas de higado, comoon o NS Con s qus rafar
msuliciendas hepdticas, imardos o disbeles. O incluso desamollar en el
aboratono drganos comploios de nepussio pam sustiuir g los endenmos.
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Via libre para probar en pacientes células
madre contra el parkinson
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La gran promesa de la emergente medicina regencrathva os convertr las
oéluas madre cenvacas de un pacieme on tefdos que s le puecan
trasplantar para tratar su enfenmedad. La idea supera hoy una prueda
cruckdd con la derrestracian, por clentficcs aponeses, ce que ks
NOWonas dopamingrgicas ~cuya destruccion causa el piridnscn
dertvadas de oéiuas madre pueden trasplantarse al cercbro de los
primates sin agenas rechazo Inmuncidgeo. 50 despefa ol caming hasta
o punto do que ks onsayas dinicos con pacientes humanos de
parkingon empezardn en dos ahos, Sogn ol responsatie de la
Pvestigackn

‘Nesorns, y también otros aboratonos en Estados Uridos y Eurcpa,
05tamos proyectando un enaayo dinico con pacienies de pdriinson”, dice
a EL PAIS Jun Takanash investgadar princinal de! Centro para la
Invessgacian y Apicacen de s Céulas FS, on Koo, "Calosio que o
0n5ay0 empezard en un par de afos”. Takahashi s of coordinador del
trabajo preseniace en Stom Cef Regon's. Otro de los frmantes o5 su jode
en Xiota, Shivya Yamanaka, dtiro premio Nobel do Medicina per of
descubeimiento de s oflulas PS5

Las culas S (Inducod piunpodony En ensayos pmms la

siom colls, 0 céldas madre de

punpotencia Inducida) scn 13 gran respuesta inmunitaria
arruinzha el trabajo

promesa de & Invessgacian
biomédica. Son unas céulas madre
tan versities como las emdricranas
«capaces de corverticse on oualquer tejdo y cganc del cuarpo-, pero
que se oddencn feprogramanda, © redrasandd o v de simples células
do @ plel u oo tgjkdo del paciente. No solo cfuden & uso de emiriones

humarcs, 5in0 que ademds son gendscamente kcénticas al paciente Los

2n BATXILLERAT

humancs, Sing Que ademds son genddcamanis énlicas al packente. Los
iraspianies dervados de olas o debodan, por tanio, genorr rechazs
inmunakgico.

Per las predicchores mds razanabies falan & menudo on Bolkgla. En los
(imzs dos aflos, alguncs exparimenios con ralones hablan armojdo un
jarmo: dar agua helada sooro esas expectrivas. Warios pos do tasplames
dertmdos do o ulas madne IPS Indujeron una fuerie respuosia
rmunalkdgica en ol ratén recopion, pese o que o rasplanle procecia de
un ran gendlicaments idandco a &. Por alguna razbn que sipue sin
star Cel todo chra, |as chiulas PS parooen generar echazo on esos
sufridos roecionzs do labaratonio.

Takahashi, Yamanaka y sus colsgas muestan ahora que, poase 3 fodas
D535 WOWENCOonos, el proceso funciona on primales no humancs. Han
wilizads ccha macaces (Moacs frsoinuians) criados para esio propdsiia,
ke han exirmldo uras pocas céiulas do b phel o do i sangre v s han
refrasoa of ngf par convonias on chlulas madr PS5, Esta o5  recota
par a que Yamanaka gand el Nobe, basada on soko cuatd facfones do
franscrpoidn, & gEnos qui requlan 3 oirs genes.

“ﬁhdﬂdﬂmﬁﬂﬂh Diespuds han usada un profocalo =a
enfermedad, y las oflulas creadaslo 95 o fctores do dierercacin y

ciras maltoudas con acthidad
ﬂm bioiégica— que, paso 3 pasa, va

consirtiendo (o dfsanoiando, on

[argal a |z céulas macre IPE primen
On preoursores O |as nouronas, luego en nouronas y por dtimo en
newanas dopaminkrgicas, esh es, producions del nourimnsmisor
doparming. La destruccicn do esio tipo de nouronas an un parke del
cerebeo (L3 susianca negral, ¥ el consiguienin délick de dogarming en los
trculns cercbrales nomalmente aimentados por oles, of |3 causa
dinscta del pikinsan

Las cientificas japoneses han rasplantado osas neuronas 4 ios mismos
ocho macapos do los que hablan pariido, permo on dos Spos de
condiciones: tmsplames awndiogas (2l misma mono del gue provenian ks
oéjulas IPS) 0 hefendiogos (2 oiro mona distinio). E| rabajo st dsofaco
ouidadosamenie para examinar b cuestion crudal del redhazo. ¥ ol
resultado e un juerie rochazo iInmurcldgiod en |os irasplanios
heterdiogos; ¥ und muy SeEil en ks iaspanies auldiogos. €5 la meor
nofica que podia osperar o secior <y of Hobel Yamanaia-— ras o iBmo
afd de dopresion par los cepedmenios oom raones

El pspenimonta o abonda & las nowonas donamingmicas rasplantdas
2 los macacos pueden o no alkiar los simomas dol parkinson: los monas
nia Serian parkinsce yna habia par tana rada que divia: Lo que 5§ os
pspociioo del pdrdnson os o 9po de neuranas produdidas v ol lugar del
cerpioen en ¢ gue dieborian ser rasplantadas sl los pacienles fuoran
humarcs, Los avicrss han Gflizads sos inyeccionos on ol cusrpa
peinado 2quende del corbne, S una con 800000 neumnas.
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Cientificos espafioles obtienen piel
artificial de células del corddn umbilical
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433 | Los procedmisntos para generar piel en el labomiona Sestinados a curar,
par gjemplo, a grandos quemadas, tenen, omim sus principabes
rcotsenienies, o do sor lemics, Se pusden ardar Somanas on oemer
unia suparfick suficienin de ssjkdo. O ahl ks dstinios rabajos que

13 buscan nuevas ihmmulas para abfener obislas cpheliales. Investigadones
oo la Universidad de Grarada han presoniscs esie markes un abondaje

2tH+«H
7]

i original e la oitencitn de eEin wikdo, al reoUrT, por WOZ primen, O unas
pélulas Que 50 encutniran en el cordon umblical las pAdulas do la
1 Impriee pelaling de Warthon.

Erm feoria esias ofuls no deboran dferenc arse en ctluas ephslises
Mo son lotpcienios como las embronarias. Son oHulas mesencuimales
y 2 condiciondss nofmales goreran células boeas, hemalopoyéticas
[precurscras de la sangre} inida conjuntvs, adiposa, musoular o
carilago; peno no piel Sim embargo, coma explca Anlonio Campas,
catedratico de Hisiologia de la Universidad de Granada y uno de los
responsabins de la investigacion, = equips ha conseguida tansformar
osias cilulas del condon umbilical on eplolakes ™y lomar esralos v
ppinlios oo phel ¥ mucosa”

Las células de la goiating de Warthon -sustanci quo constiuye la manz
del porddin wmbiioal: "una vez seleccionadas s mas viables, tienon un
gran potencial para dfenenoiarso ¥ fabricar bejidos™, afiade Campos

La técnica podria usarse para tratar  La plel s= forma, basicaments, a parir
i 1 diz dos tejdios: la opidomis v la
q_ . 1 deberd dermis. Los inestigadones, coma
medirse primero el rechazo QUe  pubican en la rovista Siom covs

pudiera provocar un trasplante de 777700 TR0 han wizasn
R . COMa cefmis (8 capa que haoe de
este tipo en el paciente saporie) un Biomatedal realzacs con
fibrina ¥ agarosa, discfsdo ¥
cesarrolado por osios mismos
ciomioos, v como epidermis los epticios culivados con las células do
‘Witarion diel condon umbilical. Segin Campas, hasta ahora ningdn grupo
de inwestigacion on ol munda habia kogrado construlr piel artifdal con
oédulas madne Jel cordcm umbilical

Actuaimentn, segon cupica Campos, 3 ks QUBMAaCos se s susthee (2
piel aecinda por piol arificial creada 3 partir de culivos colularps do
Iojida cibtenido del propio padente. "Eslo prooeso sucks mndar unos 20
dias; s uvidamas piel oresda con células del condén umsilical
amacerada en hancos do iojdos =6 podria apica inmed ameme”,
aiirma e inwestigador.
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Creados minirrifiones humanos a partir
de células madre
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La nvestigaccn en meciona regentriva ot dermdance bameras a
buon rtma 15 a*0s despuds del cescubrimento de las céhdas madre
emdricranas humanas. Tras @ genaracan de versones en minkxtura dol
higaco y ¢ cerabrn, e llega ahora & tumo a ios minkrifones humancs
No se trata ya ce dervar tal o cual linea celdar especalzada 2 partr de
oéluas madre. sifo de audrtices dtgands on 30, aungue on versdn
reducida 0 pemordial smiar a la pemera apancidn ce esas estructuras
duranie of desarrolo humano. Tedavia o5 Dronto para pensay on
trasplanies, pero ios nuevos miniriiones ro 5alo abren esa posiblicad a
medo phxo, sino que tienen fundarrentales anicadones inmeciatas en
ks bdsgueda de tratamientos corfra la enfermodad reral

Joan Carlos Izpisca y sus Cos oquipos del = v :
Ce jo : Mva d ' en colabaracidn con o
oentro de bicingoriera CIBER-28N y of Hospital Cling de la misma
cludad, han lograco crear minimlones humanas a partr de los des
principales Hpas de célulns madre utiizados en Investigacion Domédca
s embecnanas y s IPS (0 ce pluripctenca inducda), que e obtienen
refrasandd of roky de simples células de a plel. Puliican sus resultacos
en Notwe Col Sialogy

1y el

El objetive final de @ modicina regenarativa es obioner $oidas y crgarcs
parn tasplantes, y esta meca clentiica, con estyr adn plagada de
obstdosdos fonmidadies, sodrovucia [a maginacion de ouaalguer
Pvestiacor cel campa. lzpisia recorcce abietamende que el radajo de
22 CQUIRC "gencra esperanzas de que un Cla podamos usar ruestas
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proplas ofulas para rogorerar nuesinos drganos endermcs, soluclonando
oon oo b escasez do drgances par trasplames”

El avance hace posible reprodudr  Son ess ctjstva ri es ol rice ni ser
dolencias renales en un Inhomtorig ® P en ver i 1z de 2 prictica

biomédica 5l las obiulas do kb pied 5o

oblieren de un paciente do cualquior

enfermedad renal, Su comeersion en
péulas madre IPE y posionor dferenciacién produdnd un minkmifidn
humanio sobne & que o podr insestigar con odo o poder analltica de la
biciogia mokecular y colular comompordnea sobro eso drgand de simesis
s podrd haoer fodo o que no s pupde haoor con un packenbe complelo,
par dolorcsamende obvias razones dlicas

Pronia so derteand do @lla un conocimioma produndo oo as cousas
binitgicas do las enfermedades renalos. ¥ los cenifioos de LaJala ¥
Barcelona han probada fa validez del principio al derivar minimhanes (ol
Iisrming: lBonioo 25 AAmondios rngos) G un pacionts de enlomedad
renal poliguisiica (PED, por polyoyslo ddeay disoaso), un dafo gonddoo
progresia die los rifones. Eso mxnerial se pusde wilzar ya misma para
diseccionar las cawsas de ot dokenci incurable

"Uno do los aspecios clinicos importanies del iabajp’, dioe uno de los
auiorps, ol nefrdiogo ded Hospital Clinic Josep Marda Campisiol, “os quo
haoe pasitie reprocucr on el boralono erermedados renalos kumanas
y valorar dsintas estringias terapduticas on modoics i wire©. Camplstol
dirige ol Instiuio de Medalogla v Undlogla de eso hospial baroekondés,

Las oientificos paperan ambién que s minidrgancs generados a partr
o cithulas madre 175 do pacienies sinvan para probar baloras de
pequefias molboulas —candidafos o irmacos— que pusdan palar la
priermodad on ouestion, por giemplo destruyendo s céulas inoordas,
0 astimulando las deseabies, o oorrigionda akguna roaccon ogquimica
desoncaminaca La utlzaddn de minidrganos, esperan algunas.
rvostigadones, pusde mejorary acarar ks prooodimienios que doba
superar un ruevo firmaco para llegar al ensays clinloo. Esto no 5 un
agumenio solo para el ritdn, sino tambkén para los oincs: minkrgancs
qua ya s han neado o pronio o seedn

Poeo o rifidn era un objolivo predliecio de los imsesigadoms, yon
particular de lzpsia. Las endermedades de esie Grgang son muchas y
muy oxberdidas, v a menudo enen un mal prondsiion. El rifidn aponas
tient capacidad pam roparrse o regEnerarse & 51 misma, ¥ muchos
paclonies acaban n la oola de los rasplanles, en ol caso de qua puedan
Ingresar en ela. Los invpsiigadonss osperan gue las células madne
puEstan ayudar

115



CARDIOMIOCITS HUMANS CM

Convierten células madre humanas en
células pulmonares funcionales
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rwestigacores del Centro Médico de la
Uriversidad de Colurmbia (CUMC, en
5us sglas on Ingkés). en N; ;oﬂt.
Estaces Unidos, han lograce
rarsiormar céiulas macre humanas en
céulas de puiman y vias respiratonas
unconaks. E! avance, pubicaco en

signifcatvo para of ostudio de
enfermedades pulmonar, @ deloccon
ce famacos, estudiar o desarolo dof
puimén humana y, en GRma nsarck,
Qenerar tefico pulronar pan
rasplante.

Segln of licer cel astudio

Mans \Wikem Snoeck, profesor de
NMicrodiokogla e Inmunciogia y atlado
con o Centro de Coumbia para la
nmunoicgla Trasadonal y @ Incativa
ce Céldas Madre en Columbia
Cestact ol “relafivo éxto” en la

Py rarsformacion de las céiulas made
humaras on cévlas del corazén, beta dol pancreas, ntestnaies, col
higaco y nenviosas, abrienda 1020 ipa ce posbiidaces para la modona
regenerativa. “Ahora somes finaimente capaces ce hacer céluls
puimonares y de las vias respiatoras”, afemd, aigo que considera
Importanie” porque 08 rasplantes de pulmdn tenon un prondssco

i particularmente malo. Auncue todavia fakan muchos 2%cs Dara cudicuier
apicacitn dinica de este ‘ogro, entiende Que S¢ PUDCe CMPEZar 3 pensar
on hacer traspantes pulmonares aundiogos, os decr, traspiantes que
usan las propias odlulas ce la piel ce un paciente para generar tejido
pumanar funcional,

»
in S
5
d

0 S

La nvestigacen se basa en of descubrimiento del doctor Snceck en 2011
de un conunto de faciores quimicos que puacen corvertis céuls
emzricnanas (ES) o o&ulas macre pluripotentes nducidas (1PS) huranas
on ctldas del encedemmo del Inestino antenar, procursor de s cellas
do! pulmén y las vias respratoras. Las otiulas |PS humanas se parecen
mucho a s céldas madre embrionaras Rumanas, perc se generan a
parte do céhdas ce la plel, persuaciéndolas para ralentizar su cesarrclio
Las ocfulas FS humanas pueden ser estmulacas para dierencarse on
céluas espedaizacas, ofrociendo a los rvestiacores una alternativa a
25 celuas madre embrionarias humanas

TP | Madrid | Y DIC2013- 2020 CIT L B
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Eri el esiudio actual, Snoaci y Sus Colegas enconfrarmn nuens facionss
qua pueden completar [a transiormacion de ES humanas o céluas IPS en
o#ulas opiolakes de pulmdn fundonales {oéulas que cubren la supericio
el pulmion]). El equipa vio gue s oéulas msukanies opresan
marmadores oo al menos seis Hpos do oflulas ephiolales de pulmin y de
La= wias respiralonas, on particular los marcadores de s oéluls
opinlales atvookres de po 2. Las células de Hpa 2 san importames
pomue producen surfactante, una sustancia fundamental para maniener
ko alvedlns pulmonanes, dande 58 produce of Imsrcambio gasecsn, ¥ que
tamiién particican en i reparacion del pulmdn despeds de loskanas ¥
dafs.

Los resulados Honen implicaciones para ol esiudio do dvomas
oriermedades polmananes, oomo la Sbross maimonar diopdfica, on s
qQui 50 piensy oue s ofulas lipo 2 9ol eplelic akeolar jusgan un papal
oeniral. "Madie sabes qué causa b enfermedad y no hay manera de
imlada. Gracias a esia ecnoicgla os investigadones serdn capacns de
oo modedos de kboratono do fbrosis pumonar diopdica para estudiar
k2 paloicgia a nivel modecular ¥ halar dianas para pos bles ratamientos o
Duraes”, resaka Snosck. Eso cxporio adedanta que, a largo plan, s
podria ulllzar osta inmologia par haoer un injerio auldlooo de pulmdn.
"Esio Implicaria enar un pulmon de un donare del que eliminar iodas s
oéulas ded puimin v dejar scko su andamia y sembrar ol andamio con
nuevas ciulas de puman dertiadas dol pacienio, podiondo eviarse asl
problemas o rechan”, desgmnd Snoook, que estl insestigand o oste
oriague on oolaborackin con chentiioos dol Depariamanio de Ingeniora
Biomiédica de la Unhwersidad de Columibia.
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5. CONCLUSIONS GENERALS DEL TREBALL

Un cop acabat el treball sobre el mon de la biotecnologia en especial el de les

cel-lules mare, m'agradaria reflexionar sobre tot una mica en general.

Primer de tot em sento molt satisfeta amb el treball que he dut a terme durant tot
aquest any, ha estat una gran experieéncia per a mi poder estar en un laboratori
professional i aprendre de grans persones. Totes elles m’han ensenyat moltes coses
les quals no en coneixia la seva utilitat o la seva existéncia i aixd m’ha fet agafar
encara més ganes de voler lluitar pel que vull estudiar i en un futur fer el que he estat
observant durant tot aquest any: el treball diari i constant dels cientifics, la seva
valentia i motivacié per aconseguir alld que desitgen ja sigui a nivell personal o a
nivell d’equip d’investigacio... és impressionant i dubto que qualsevol que no hi

estigui pel mig s’ho pugui imaginar.

Una altra cosa que m’agradaria comentar és tot I'esforg i paciéncia que ha comportat
tot aquest treball. Des d’un principi ja sabia que el tema no seria facil perd tampoc
tant dificil com quan vaig veure de que anava realment la cosa. En un principi em
vaig trobar amb molts entrebancs per trobar laboratori i establir un tema i una part
practica en concret. Molta gent em deia que el que volia fer era impossible i aixi se
m’anaven tancant portes constantment. Vaig haver de buscar molts contactes de
persones que estiguessin especialitzades en el tema fins que finalment vaig poder
contactar amb el cap d’investigacié de cél-lules mare de I’ IBEC, I’ Angel Raya. Un
cop vaig comencar amb la part practica, vaig adonar-me’n que havia de posar-me
les piles i estudiar conceptes de biologia que ni a I’ ESO ni al Batxillerat n’havia sentit
parlar per tal de poder dur a terme I'experiment que seguia setmanalment amb
'estudiant de Master, la Laia Gregori. Aix0 va ser un gran esfor¢ per a mi. Pero en
tot moment tenia present la frase que diu que tot esforc té la seva recompensa. | tal
dit tal fet. Mentre estava al laboratori vaig poder visitar totes les instal-lacions, a més
a més durant tot aquest temps he pogut fer un tastet de com és el mén cientific i
també he apres moltes coses que si no hagués fet aquest treball segurament no
hagués tingut el suficient interes per aprendre-les. Una altra cosa que he apres i que
m’ha encantat han estat els protocols que hi ha dins d’'un laboratori. D’altra banda, a

'IQS tot i que hi vaig estar menys temps, també hi vaig aprendre bastantes coses
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gue a nivell de protocols vindrien a ser els mateixos que a I’ IBEC pero clar, a cada
lloc vaig seguir diversos experiments i aixd em va donar l'oportunitat de poder

ampliar el meu coneixement cientific.

Referent al treball en si, la veritat és que no se m’ha fet gens pesat de fer. Crec que
aixd és degut a que és un tema que m’apassiona i que no m’'importaria seguir
estudiant el que queda de la resta de curs ja que el trobo molt interessant. Per a mi
haver de fer el treball de recerca a I'estiu no m’ha suposat cap moléstia ja que quan

anava als laboratoris m’ho passava la mar de bé aprenent coses noves.

Veient tot I'esfor¢ que suposa tot el treball i tot el que he aconseguit, m'agradaria dir
a proxims estudiants que vulguin fer un treball d’aquest tipus, que no ho deixin tot
per perdut a la minima que es trobin amb un entrebanc. Encara que hi hagi gent que
els hi digui que no poden aconseguir alld que volen, que no els facin cas, que
segueixin lluitant, perqué per lluitar no es perd res en canvi si jo per exemple hagués
deixat de lluitar en el seu moment, ara me n’ arrepentiria ja que accepto que

I'oportunitat i I'experiéncia que he tingut ha estat gracies a tot el meu esfor¢ constant.
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6. ANNEX : MATERIAL
NECESSARI PER LA PART
EXPERIMENTAL
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- Material:
Aliquotes i Coatings.

e 171 ml KO-DMEM ( Medi ).
e 53 ml cHES + 10uM ROCK Inhibitor ( Medi ).
e 10 ml ACCUTASE ( Per aixecar les cél-lules).
e 76 ml EBm ( Medi).
e 468 ml EBm + 468 ul AA ( Medi de diferenciacio ).
e 42 ml de Matrigel.
e 6 ml TRIzol ( per I'extraccio d’'RNA ).
e TBS ( soluci6 salina per a la immunofluorescéncia ).
e TBS + 01% TRITON (solucié salina + detergent utlitzat a la
immunofluorescéncia ).
e TBS + 3% DONKEY SERUM + 0'3% TRITON ( bloqueja la mostra per a la
immunofluorescéncia ).
e lodur de propidi ( marca les cel-lules mortes amb fluorescencia vermella
perque tenen petits forats a la membrana cel-lular ).
e H20 esteril.
e H20 MilliQ.
e H>0O MilliQ autoclavada.
e PBS (' solucio salina).
e PBS + 10% FBS ( solucio salina + serum de fetus bovins ).
e TRIPSINA ( desenganxa i separa les cel-lules).
e COLLAGENASE solucio 1i 2.
e Primers.
e Anticossos ( Per la immunofluorescencia ):
o Primaris.
= MOUSE.
= ANTI-SIRPA.
= CONTROL ISOTiPIC.
o Secundaris.
= DONKEY.
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CLOROFORM.

e |SOPROPANOL.
e ETANOL 75%.

e SYBR

e MIXA:

GREEN.

RNA ( 1pg de cada mostra ).
Random Hexamers ( 10yl ).
dNTPs ( 10yl ).

DEPC H20 ( fins arribar a 100pl ).

10X RT Buffer ( 20ul ).
MgCl2z (40l ).

DDT ( 20yl ).

Rnasa OUT ( 10l ).
SS Il RT (10pl).
TOTAL (100ul).

e MIX per RT-gPCR per cada mostra:

©)

©)

©)

594pl SYBR GREEN.
415'8ul H,0 PCR.

2n BATXILLERAT

54ul cDNA de cada mostra: dies 0, 6, 8, 10, 13 i 23, abans del cell

sorter ( GFP+ i GFP-) i control positiu.

e Primers per A:

o

o

o

59’4l upstream + 59’4ul downstream GAP DH.

59’4l upstream + 59’4ul downstream Oct4.
59’4l upstream + 59’4ul downstream Mef2.
59’4l upstream + 59’4ul downstream Bry.
59’4l upstream + 59’4ul downstream cTnT.
59’4l upstream + 59'4ul downstream Tbx5.
59’4l upstream + 59’4ul downstream Nkx2.5.
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o 594l upstream + 59’4l downstream Mic2a.
o 594l upstream + 59’4yl downstream GFP.

Estris.

e 2 plagues de 10 de KiPS 3F.7 Nkx2.5 GFP Neo #2 sobre Matrigel.
e 1 placa AGGREWELL.

e Centrifuga.

e Tubs de 15i50 ml.

e 3 Cell Strainer 37-40um.

e Cambra de Neubauer.

e p1000i puntes p1000.

e p200i puntes p200.

e p20i puntes p20.

e 5 plagues de 6cm de diametre per suspensio.
e Lupa.

e 6 plaques de 12WP.

e 2 cubres.

e Termociclador per RT-gPCR.

e Termoblock.

e Caixa de porexpan amb gel.
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7. VOCABULARI CIENTIFIC

= Antigens: Substancia reconeguda com a estranya per I'organisme, capa¢ d’induir

en aquest una resposta immunitaria i la produccio d’anticossos.

= Anticossos: Proteina serica sintetitzada per les cél-lules plasmatiques en resposta
a lestimulacié exercida per un antigen, amb el qual interacciona de forma

especifica.

= Invitro: Realitzar part d’'un experiment en un medi artificial.

= Blastocist: Estat primerenc del desenvolupament embrionari en els animals.

= Mitosi: Procés de divisio de les cél-lules somatiques dels eucariotes, que
consisteix basicament, en una divisio longitudinal dels cromosomes i en una
divisié del citoplasma, i dona com a resultat la constitucié de dues cél-lules filles

amb igual dotacié cromosomica que la cél-lula mare.

» Endoderma: Full embrionari intern format per cél-lules que provenen del

blastoderma.

= Ectoderma: Capa blastodermica més externa, formada en el procés de gastrulacié

a partir d’'una part del blastoderma.

= Mesoderma: Full embrionari caracteristic dels metazous triploblastics, que apareix
entre 'endoderma i I'ectoderma al final de la gastrulacio, del qual deriven la
dermis, el teixit conjuntiu, els o0ssos, la sang, els musculs, els organs urinaris, els

genitals i I'epiteli del celoma.

= In_vivo: Experiments fisics, quimics o farmacologics que tenen lloc dins d’'un

organisme viu, per oposicio als que es duen a terme en un ambient artificial.
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= Linia cel-lular: Cél-lules o grup cel-lular que s'utilitza per treballar als laboratoris.

Cada laboratori sol tenir una linia cel-lular que fan servir tots els cientifics que hi

treballen per dur a terme algun experiment.

= Clonatge terapéutic: Procés experimental destinat a produir cél-lules diferenciades

que siguin genéticament idéntiques a les cél-lules de determinats teixits d'un

organisme concret.

= Meiosi: Procés de divisio cel-lular en qué en una primera etapa se separen els
cromosomes homolegs i en una segona etapa les seves cromatides per tal de
produir gametes haploides.

= Morula: Ou segmentat la superficie del qual té I'aspecte d’'una petita moéra.

= Transdiferenciacid: Té lloc quan una ceél-lula ( que no és cél-lula mare ) es

transforma en un altre tipus de cel-lula o quan una cel-lula mare ja diferenciada

crea cel-lules fora de la seva ruta de diferenciacio ja establerta.

= Antiseptic: Destrueix els germens infectius.

= Llinatges: Classes, diversos tipus.

= Transfeccié: Introduccid de material genétic extern a les cel-lules eucariotes

mitjancant plasmidis, vectors virics o altres métodes.

= Blastomers: Cél-lula formada durant la divisié6 de I'dvul fecundat, en els primers

estadis del desenvolupament embrionari.

= Cardiomiocits: Cel-lules cardiaques.

= Progenitor_cardiac: Si no existeix aquest progenitor no es pot obtenir el procés

seguent de la part de diferenciacio.
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= Aggrewell: La seva aplicacié és en la diferenciacié dels cossos embrioides ( EBs ).

S'utilitza només en cél-lules mare embrionaries i cél-lules IPS.

= Cell Sorter: Capacitat de separar les cél-lules d’acord amb les seves propietats.

Aquestes propietats es poden descriure com intracel-lulars o extracel-lulars.

» Immunofluorescencia: Técnica que permet identificar microorganismes en mostres

cliniques i detectar la preséncia d’'un anticos especific en el serum.

= RT-gPCR: Técnica per generar una gran quantitat de copies d’ADN .
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8. BIBLIOGRAFIA | WEBGRAFIA

Aquest apartat és a on es donara les referéncies que he utilitzat per tal de dur a
terme el treball de recerca sobre les cél-lules mare. He utilitzat tres tipus de
referéncies: internet, el llibre de biologia i articles cientifics per guiar-me una mica en

I’estructura.
e REFERENCIES D’INTERNET:
- Cél-lules IPS:

http://learn.genetics.utah.edu/content/tech/stemcells/ips/

- Origen de les cél-lules mare:

http://www.slideshare.net/JoseMoi/historia-e-investigaciones-en-el-uso-de-las-

celulas-madre

- Tot el tema relacionat amb cél-lules mare embrionaries i adultes:

http://blocs.xtec.cat/parlamentjjovecientificbp/category/general/l-cel-lules-mare-

embrionaries/

http://metode.cat/Revistes/Monografics/Gen-etica-i-estetica/Cellules-mare-

embrionaries-i-medicina-regenerativa

http://ca.wikipedia.org/wiki/Cice biologic

http://ca.wikipedia.org/wiki/Blastocist

http://www.sobrecelulasmadre.com

http://www.ecojoven.com

http://www.actionbioscience.org

http://www.unimedsc.wordpress.com

http://www.cmccaruiz.jimdo.com
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- Tipus de cel-lules mare segons la seva funcio:

http://ca.wikipedia.org/wiki/Poténcia cel-lular

- Métodes d’obtencié de cél-lules mare:

http://www.slideshare.net/iescastuloccnnn/celulas-madre-y-sus-aplicaciones-en-

medicina

- Aspectes legals, étics i morals:

http://ca.wikipedia.org/wiki/controvérsia amb les cél-lules mare

http://www.sevibe.es/celulas-madre/dudas-mas-frecuentes/leqgislacion-y-etica#?2

-Metodologia:

http://www.iibce.edu.uy/SECIF/quees.htm

http://medpuj2012.wikispaces.com/file/view/19.+Citometr%oC3%ADa+de+fllujo.pdf

http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimica/libros/celular/citom

etria.htm

http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/pcr

http://www.arrakis.es/~ibrabida/vigpcr.html

http://www.nanodrop.com/(S(petngc45uOkqgpafb3jhe0d3j))/Library/lifescienceslab-
13.pdf

http://www.microrao.com/micronotes/immunofluorescence.pdf

- Altres:

http://www.diec.cat
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http://www.rae.es

e LLIBRES:
- Llibre de biologia:

COSTA.M, BUENO.D, FORMIGA.M, GRAU.R, LLOBERA.M, LLORT.J.M, DE
MANUEL.J, MOLINA.J, MONTSERRAT.P, PADROSA.T. (2010). Biologia Conceptes
Basics, Ciéncia i Tecnologia. Barcelona: Editorial Teide.

e ARTICLES:

http://www.elpuntavui.cat

http://www.elpais.com
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