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“Ahora la ciencia nos ha presentado una esperanza llamada investigacion con
células madre, que pueden proporcionar a nuestros cientificos con muchas
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respuestas que durante tanto tiempo fue mas alla de nuestro alcance’

- Nancy Reagan
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ABSTRACT

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) have generated much research in recent
years. These cells are a promising alternative to traditional stem cells, as they
maintain similar characteristics. That means they can become any cell type but can
be obtained from the same adult patient, which offers a solution for the biggest
bioethical dilemma arising from stem cells. It is also possible to create cell types with
the patient's genetic characteristics and generate large quantities of iPSCs for
experimental purposes. This project has consisted of a preliminary study about
Brugada syndrome involving iPSC as a cellular model. Specifically, it analyzed the
temporal evolution of the sodium channel expression during the differentiation of the
iPSC into cardiomyocytes, with the pursuit of examining and comparing these
evolutions between the different patients. Its objective is to study the functional
mechanisms of the disease, specifically the sodium channel, and its dysfunction due
to a mutation in the SCN5A gene. For that, a protein analysis was elaborated using
the Western Blot technique, as well as a genetic analysis of the ARN using the PCR

technique.
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RESUM

En els ultims anys les cél-lules mare pluripotents induides (iPSC) han estat motiu de
moltes investigacions. Aquestes sén una alternativa prometedora a les cél-lules
mare tradicionals, gracies al fet que presenten la capacitat de diferenciar-se en
qualsevol altra cél-lula i es poden obtenir a partir del mateix pacient. Aixi, la
utilitzacié de les iPSC podria esdevenir la solucio al problema bioétic que durant els
ultims anys ha envoltat I'obtenci6 i experimentacié amb cél-lules mare. En aquest
treball s'ha fet un estudi preliminar sobre la sindrome de Brugada, utilitzant les iPSC
com a model cel-lular. Concretament es va realitzar un estudi preliminar del curs
temporal de I'expressié del canal de sodi cardiac durant la diferenciacio de les iPSC
en cardiomiocits, on es pretenia analitzar i comparar la seva evolucidé entre els
pacients estudiats. Per tal d'analitzar els mecanismes de funcionament de la
malaltia, en concret el canal de sodi i la seva disfuncié en relacié amb una mutacio
en el gen SCN5A. Per fer aixd es van elaborar unes analisis de proteines mitjangant
la técnica de Western Blot, com també es va portar a terme una analisi genética
d'ARN amb la técnica de qPCR.

Paraules clau: iPSC, cél-lules mare, cardiomiocits, canal de sodi, sindrome de

Brugada
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ABREVIATURES

ADN: Acid desoxiribonucleic

ARN: Acid ribonucleic

BCA: Bicinchoninic acid

BrS: Sindrome de Brugada

BSA: Bovine Serum Albumin

CM: Cél-lules mare

CMA: Cél-lules mare adultes

CME: Cél-lules mare embrionaries

C-Myc: Proto-oncogen MYC

ECG: Electrocardiograma

FIV: fecundacié in vitro

HKG: housekeeping gen

H,O mQ: Aigua milli-Q

iPSC o cel-lules iPS: Del anglés “induced pluripotent stem cells”
iPSC-CM: De I'anglés “induced pluripotent stem cells differentiated in cardiomyocytes”
KlIf4: factor 4 Kruppel-like

MSC: mort sobtada cardiaca

Na': i6 de sodi

K*: i6 de potassi

mV: milivolts

O/N: overnight (tota la nit)

Oct-4: factor de transcripcié d'unié octamer 4

PA: Potencial d'accio

PCR: reacci6 en cadena de la polimerasa

gPCR: PCR quantitativa

Sox2: SRY (regio determinant del sexe Y) quadre 2
SV: Virus Sendai

VF: fibril-lacié ventricular
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INTRODUCCIO

Aquest treball de recerca és fruit de la meva passio per la biomedicina i la recerca,
juntament amb la inquietud de veure el cami estudiantil i laboral que m’agradaria
seguir. Tanmateix res d’aixd hagués sigut possible sense la proposta del centre de
recerca IdIBGi (Institut d'Investigacié Biomédica de Girona Josep Trueta), on tenia
previstes les practiques d’estada a I'empresa, concretament al grup de recerca de
GenCardio que investiga la sindrome de Brugada. En consequéncia, el tema
d’aquest treball i la seva part practica estan lligats amb la proposta que em va fer la

Dra. Fabiana Scornik, la meva tutora de practiques i investigadora del centre.

La practica del treball consisteix en I'analisi de I'evolucié de I'expressio del canal del
sodi en diferents estats temporals de diferenciacio dels cardiomiocits i la comparacio
d'aquesta entre pacients que pateixen i no la sindrome de Brugada. D’aquesta
manera es poden analitzar com afecten les mutacions implicades en la sindrome de
Brugada en una proteina essencial del cor, com és el canal de sodi de les cél-lules.
Tot aquest estudi es realitza a partir de les cél-lules iPSC obtingudes en un procés
de caracteritzacié a cardiomiocits, les cél-lules del muscul cardiac. Per aquesta raé
vaig plantejar el treball entorn d'aquestes cél-lules i la seva aplicacio en la recerca
basica, la qual consisteix en el coneixement del funcionament de I'organisme i els
mecanismes de les malalties. Aixi doncs, el fet de haver tingut I'oportunitat de
treballar en aquest projecte he pogut entendre que les iPSC s6n una tecnologia
innovadora que és molt present en les investigacions actuals, gracies a les

nombroses aplicacions que poden tenir en un futur.

L’estructura del treball s’ha dividit en dos apartats diferenciats, el marc teoric i la part
practica. En el primer bloc s’exposa la teoria aplicada en la practica, és a dir,
s'exposen els fonaments tedrics de la biologia cel-lular, les cél-lules mare, les
cél-lules mare pluripotents induides i el cor, endinsant-me en la sindrome de
Brugada. La segona part consisteix en la descripcié dels protocols i els passos que
es van seguir durant la fase experimental al laboratori, juntament amb I'explicacio

detallada dels resultats obtinguts.

En iniciar aquest projecte s’han establert uns objectius a complir que es poden

classificar segons si sén personal o académics. Pel que fa als proposits personals
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he volgut aprendre a realitzar diferents técniques de laboratori i tan elaborar com
redactar un projecte d’'un ambit cientific. A més de comprendre i sintetitzar articles

cientifics relacionats amb I'estudi.

Pel que fa als objectius academics, aquests es centren en comprendre les
caracteristiques de les cél-lules mare i la seva importancia en la medicina actual.
Aixi com analitzar els avantatges de les iPSC respecte a les cél-lules mare
tradicionals i estudiar-ne les aplicacions, sobretot les que estan lligades a les
malalties cardiovasculars. Finalment, aprendre a realitzar una investigacio cientifica,

sigui experimental o completa.

La hipotesi plantejada en aquest estudi és: " L'expressié del canal de sodi esta
afectada per les variants geneétiques relacionades amb la Sindrome de Brugada”.

Per resoldre-la es van plantejar els seguents objectius:

- Analitzar el curs temporal de I'expressio del canal de sodi durant la
diferenciacioé de cardiomiocits a partir de cél-lules mare pluripotents induides.

- Comparar el curs temporal de l'expressié del canal de sodi cardiac,
I'expressio de la subunitat B1 del canal de sodi i el marcador de cardiomidcits
troponina T durant el procés de diferenciacié de cardiomiocits a partir d'iPSC.

- Comparar el curs temporal de I'expressio del canal de sodi entre els pacients
estudiats, dividits entre afectats de la sindrome de Brugada, portadors de

SNV (sense afectacio de la malaltia) i pacients sans.

S’ha plantejat el projecte com un estudi preliminar, una versié a petita escala d’'una
investigacio per estudiar-ne la seva viabilitat. De manera que s’ha utilitzat un disseny
experimental seguint el métode cientific, on els passos i protocols estaven molt
marcats. Els protocols van ser aportats pel mateix centre de recerca de GenCardio,
on es varen realitzar les practiques del treball de recerca i les de l'estada a
I'empresa. A més, la realitzacio de les técniques necessaries va ser supervisada per

la tutora, la Dra.Fabiana.

La metodologia utilitzada en la recerca d’informacié s’ha basat en comprendre i
sintetitzar la informacio tant d'articles cientifics com de webs cientifiques. D'aquesta
manera es van poder complir els objectius proposats assolint uns resultats

preliminars de la investigacio.
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MARC TEORIC

1. BIOLOGIA CEL-LULAR

1.1. Teoria cel-lular

La teoria cel-lular estipula quatre principis, els quals van ser declarats i ampliats per
diferents cientifics al llarg del temps. El primer postulat de la teoria cel-lular expressa
que tots els éssers vius estan constituits per cel-lules, de manera que la ceél-lula és
la unitat estructural de tots els éssers vius. El segon, declara que la cél-lula és capag
de realitzar tots els processos metabolics necessaris per mantenir-se en vida, per
tant, és la unitat funcional de qualsevol organisme. El tercer expressa que tota
cél-lula sorgeix d’una altra cél-lula ja existent, és a dir, la cél-lula és la unitat
reproductora dels éssers vius. Finalment, la teoria es va ampliar amb el quart
postulat, que explica que la cél-lula conté tota la informacié respectiva al control del
seu funcionament i la sintesi de la seva estructura que transmet als seus
descendents, cosa que implica que la cél-lula és la unitat genética de tots els
organismes. En conclusio, la teoria cel-lular declara que la cél-lula és la unitat

fisiologica, morfoldgica, genética i d’origen de tots els éssers vius.

1.2. Estructura de la ceél-lula i diferenciacido entre procariota i

eucariota

Les cél-lules tenen una estructura basica comuna independent de la seva morfologia

formada per les seguents parts:

- Un embolcall que forma la membrana cel-lular la qual comunica o separa la
cél-lula de 'exterior i regula l'intercanvi de molécules del seu entorn

- Contingut cel-lular anomenat citoplasma on tenen lloc tots els processos
quimics

- L’ADN, material hereditari que codifica la informacié genética. Aquest material

es pot trobar dins un nucli o dispersat en el citoplasma.

A través de l'estructura cel-lular i la complexitat d’aquesta es poden diferenciar dos
tipus de ceél-lules les eucariotes i procariotes. També existeix un tercer tipus
d’organitzacié cel-lular, els virus, que tenen una estructura més simple. Aquests es

3
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troben en el limit entre éssers vius i inerts, com a consequéncia de la falta d’un
metabolisme propi, i presenten la necessitat d’infectar una cél-lula hosta per realitzar

les seves funcions vitals.

La principal diferéncia entre I'estructura cel-lular procariota i I'eucariota és I'abséncia
d’'una membrana nuclear en l'estructura procariota, que té la funcié d’aillar ’ADN de
la resta de la cél-lula. També es diferencien pel gran grau de complexitat de la
cél-lula eucariota respecte la simplicitat de la procariota, cal remarcar que les
cél-lules procariotes van ser les primeres en originar-se. Finalment, també existeixen

diferencies en relacié al metabolisme, mida o forma de reproducciod.

Pel que fa la cél-lula eucariota, existeix una subclassificacié que diferencia cel-lules
vegetals i animals. Aquests dos tipus corresponen al model de cél-lula dels éssers
del regne vegetal i animal respectivament, i es diferencien per I'existéncia d’una
paret cel-lular rigida que cobreix la membrana citoplasmatica en les cél-lules

vegetals i 'aparicié d’uns organuls exclusius nomenats plasts.

Les cél-lules eucariotes animals, de les quals nosaltres estem formats, segueixen la

seguent estructura.

Membrana plasmatica o cel-lular: Es una estructura semipermeable i flexible que
envolta la cél-lula. Té com a objectiu donar forma i protegir l'interior de la cél-lula,

alhora que controla el pas de substancies de I'exterior a l'interior i viceversa.

El citoplasma: Es el medi que es troba entre la membrana plasmatica i el nucli,
s’encarrega de donar forma i volum a la cél-lula. En el citoplasma podem trobar-hi

els organuls citoplasmatics seguents:

Reticle endoplasmatic: Esta format per cavitats tancades que estan
limitades per una membrana; semblant a la membrana plasmatica. La seva
funcié és sintetitzar i emmagatzemar lipids, proteines, etc. Es poden distingir

dos tipus segon si tenen ribosomes a la membrana (r.e. rugos) o no (r.e. llis).

Aparell de Golgi: Esta format per cavitats allargades i corbades que tenen

com a funci6 sintetitzar els glucids

Vesicules: Son cavitats esferiques formades per I'aparell de Golgi, tenen com

a finalitat de transportar substancies a l'interior de la cél-lula.
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Lisosomes: Son unes vesicules que contenen enzims digestius. Son els
encarregats de reciclar restes cel-lulars de rebuig, també tenen la capacitat

de destruir virus i bacteris invasors.

Mitocondris: Tenen una forma allargada o esférica i la seva funcié es

proporcionar energia a la cél-lula.

Ribosomes: Son uns organuls petits i esférics formats per dues unitats en les

quals té lloc la sintesi de proteines.

Centrosoma: Esta format per dos centriols i una centrosfera (material proteic
més dens) del qual surten els asters (filaments prims). Intervenen en la divisio

cel-lular.

El nucli: Conté la informacié genética capa¢ de dur a terme totes les funcions de la
cél-lula. Esta format per un embolcall nuclear que I'envolta, el nucleoplasma, que és
el medi intern (semblant al citoplasma), la cromatina (ADN) i el nucleol (organul del

nucli). La seva funcié és organitzar la cél-lula i encarregar-se de la divisio cel-lular

Célula animal

Cromosomas
LY

" _— Reticulo
Membrana plagmatica e I endoglasmanio

Mitocondria

Reticule
endoplasmatice
I'\!Oﬁ.

Vacuola =

- Lisosama

Aparato de Golgi

Nualétala
Envaltura nuciear

Hieles

Figura 1. Cél-lula eucariota animal. Figura 2. Cél-lula eucariota animal vista des del microscopi
Font 1: Cél-lula eucariota animal, Flickr (2015). Font 2: Estructura cel-lular, xtec.cat
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2.CEL-LULES MARE

2.1. Qué son les cél-lules mare?

Les cél-lules mare (CM) tenen la capacitat de diferenciar-se en qualsevol tipus de
cél-lules i produir cél-lules mares noves, a través de fraccionar-se i renovar-se
autonomament. Quan es troben en les condicions adequades aquestes cél-lules
poden reproduir-se i formar cél-lules filles amb les mateixes caracteristiques
d’autorenovacio i diferenciacio. Per aquest motiu, es considera que les cél-lules
mare son la matéria primera del nostre cos, ja que son les uniques cél-lules que
tenen la capacitat innata de regenerar qualsevol teixit, per aixd sén tan importants

en la medicina actual.

Les cél-lules mare sén presents en tots els organismes pluricel-lulars, principalment,
es troben a la medul-la Ossia, lloc on es reprodueixen. També es troben al liquid
amniotic, la sang del cordé umbilical i en els teixits del cos huma adult, en aquest

ultim cas s’anomenen cél-lules mare adultes.

La funcié principal de les cél-lules mare és la regeneracio de teixits, siguin ossis,
cartilaginosos, dérmics o musculars. Per altra banda, les cél-lules mare que
provenen de la sang poden ser utils pels tractaments de malalties immunitaries o del

sistema sanguini.

2.2. Classificacio de les cél-lules mare

Les cel-lules mare es poden classificar segons dos criteris diferents, el seu origen o
el potencial de diferenciacié. Segons l'origen es diferencien entre: CM adultes, CM

embrionaries i CM perinatals.

Cél-lules mare embrionaries (CME): Es troben en els embrions de més de quatre
o cinc dies i son les que permeten desenvolupar tots els teixits i organs del fetus.
Gracies a la seva elevada capacitat de diferenciacié poden generar qualsevol tipus
de ceél-lula. Tot i que des del punt de vista dels investigadors son les meés
interessants, hi ha multiples dilemes bioétics que les envolten i dificulten la seva

utilitzacio. Aquestes cél-lules s'obtenen de la massa cellular interna del blastocist’, i

' L'ovul fecundat que esta en un moment de rapida divisio cel-lular 5 dies després de la fecundacio
aproximadament
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s'especialitzen en les diferents parts del cos, perod si s'extreuen abans i es mantenen
en un laboratori amb les condicions adequades poden retenir les seves propietats

regeneratives. Actualment, es coneixen tres fonts per obtenir les CME:

- Embrions que no es van utilitzar en processos de fecundacid in vitro.
- Embrions creats de cél-lules somatiques per técniques de transfeccio.

- Linies de CME, ja existents obtingudes de cultius cel-lulars.

Les CME son pluripotents, aix0 significa que poden diferenciar-se en qualsevol tipus
de cel-lula del cos (excepte placenta o cordé umbilical), incloent-hi les altres
cél-lules mare. Aquesta propietat els permet regenerar i reparar teixits o organs
danyats. A més, suponen una via d'investigacié per estudiar el desenvolupament

normal o I'aparicié de malalties.

Cél-lules mare adultes (CMA): Anomenades també somatiques o
organ-especifiques, aquestes cél-lules es poden extreure de les fonts de CM que hi
ha en el nostre propi cos, com pot ser la medul-la 6ssia. Aquestes cél-lules s6bn més
especialitzades que les cél-lules mare embrionaries, és a dir, tenen una capacitat
més limitada de generar diferents cél-lules del cos, com a resultat, es dediquen a
generar diferents cél-lules per I'drgan especific en el qual es troben. Les CMA estan
ubicades en petites quantitats en zones especifiques (ninxols de cél-lules mare) dels
teixits i parts de l'organisme. Alla es mantenen latents durant llargs periodes de
temps fins que s’activen per reparar un teixit malmeés o realitzar el cicle de renovacié
de les cél-lules. Tanmateix, les CMA no s’autorenoven amb tanta facilitat com ho fan

les embrionaries.

Cél-lules mare perinatals: Sén les cél-lules mare que es troben en la sang i teixit
del cordé umbilical i en el liquid amniotic. Tenen la capacitat de diferenciar-se en
cél-lules especialitzades. Les que s'ubiquen en la sang del cordé sén cél-lules
hematopoetiques i poden produir cel-lules sanguinies sanes. Mentre que les que
s'ubiquen al cordé umbilical son cel-lules mesenquimals, poden regenerar i reparar
qualsevol teixit. Les cél-lules mare amnidtiques sén molt actives, perd tenen un

potencial de diferenciacio menor que les embrionaries.

Per altra banda, segons el potencial que tenen per generar diferents tipus de

cél-lules podem classificar-les en els seguents tipus:
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Totipotents: Son cél-lules mare embrionaries, que s'originen quan ['Ovul i
I'espermatozoide s'uneixen per formar el zigot i durant les dues divisions cel-lulars
posteriors. Poden generar qualsevol mena de cél-lula, incloent-hi el trofoblast? de la

placenta.

Pluripotents: So6n capaces de diferenciar-se en practicament qualsevol classe de
cél-lula, excepte les totipotents i les extraembrionaries. Es troben a la massa
cel-lular interna que es forma conjuntament amb el blastocist quan les cél-lules
totipotents es comencen a diferenciar, aproximadament al cap de quatre dies que es
formen. Aquestes ceél-lules es poden diferenciar en tres capes de tipus cel-lulars
diferenciats, és a dir, tres linies germinals: I'endoderma (capa interna) que forma
I'aparell digestiu i respiratori, el mesoderma (capa mitjana) que forma els musculs,
ossos i dermis, i I'ectoderma (capa externa) que forma I'epidermis, ulls, péls, ungles i

sistema nerviés. Tanmateix, no poden formar la placenta.

Cél-lules pluripotents induides (iPSC): L'any 2006, el Dr. Shinya Yamanaka
va aconseguir crear cél-lules pluripotents (iPSC) a través de la reprogramacio
genetica en inserir quatre gens pluripotents de les ceél-lules mare a les
cél-lules somatiques. Les iPSC son cél-lules adultes que s'han programat
geneticament en un laboratori perqué es comportin com cél-lules mare
embrionaries. Més endavant s’aprofundira més sobre les iPSC, aixi com la

seva obtencid, caracteristiques i aplicacions meés rellevants.

Multipotents: Es generen a partir de les CM pluripotents i es poden trobar en els
teixits, per tant, han patit una primera diferenciacio. Son capaces de diferenciar-se
en un rang limitat de cél-lules segons la seva ubicacid, per exemple, les del sistema
nerviés central poden produir neurones, astrocits i oligodendrocits. Aquest tipus de
cél-lules s'utilitzen en els trasplantaments de teixits, ja que tenen menys possibilitats

de ser rebutjades.

Unipotents: Tan sols poden generar un tipus de cél-lules especifiques, per exemple
les cél-lules de la pell que es troben en constant renovacié. Aquesta mena de

cél-lules s’originen a partir de les CM pluripotents.

2 Capa cel‘lular que envolta els blastomers (cél-lula amb nucli on es troba la informacio genética) i que té com a
funcid la nutricio.
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Figura 3 Classificaci6 CM segons l'origen i potencial (les CME a dalt i les CMA a baix )

Font: Generalidades y aplicaciones de las células madre, Scielo (2013)

2.3. Diferenciacio de les cél-lules mare

La diferenciacid cel-lular consisteix en un procés a través del qual les cél-lules no
especialitzades, que sén més joves i immadures, adquireixen caracteristiques
individuals i funcions especifiques, és a dir, es converteixen en cél-lules
especialitzades. La diferenciaci6 de les cél-lules embrionaries comporta una
reduccio del seu potencial, és a dir, perden la seva capacitat de generar diferents
tipus de cél-lules en especialitzar-se. Cada pas de la diferenciacié es controla a
través de combinacions de substancies quimiques i senyals genetics. A mesura que
avanca el procés de la diferenciacio, les cél-lules van reduint la seva plasticitat, el
seu nivell de potencial i capacitat de diferenciar-se, de manera que passen de ser
cél-lules totipotents a pluripotents i multipotents (organoespecifiques), fins a acabar
sent cél-lules especialitzades amb una funcid concreta en un teixit o organ
determinat. La diferenciacid ocorre a través del silenciament de diferents gens
durant el desenvolupament de la cel-lula, fet que comporta que la plasticitat de la
cél-lula es redueixi i s'acabi convertint en una cél-lula especialitzada amb una
expressio génica especifica. A mesura que es produeix la diferenciacio, les cél-lules
experimenten per uns canvis funcionals, adquirint les funcions que fan les cél-lules

en les quals es diferenciaran. Aquest procés pot presentar cert grau de reversibilitat.


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-53372013000300009#:~:text=Las%20c%C3%A9lulas%20madre%20pueden%20clasificarse,tipos%20celulares%20del%20mismo%20tejido.
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Tanmateix, amb les intervencions genetiques adequades poden ser reprogramades
per transformar-se en altres tipus cel-lulars, aquest és el cas de les cél-lules mare

pluripotents induides.
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Figura 4. Fases de la diferenciacio6 cel-lular

Font: Neural Stem Cell images, Pngwing

2.4. Métodes d’obtencio de cél-lules mare

Es poden obtenir cél-lules mare mitjangant diverses vies. En primer lloc, es poden
aconseguir a través d'embrions, també se'n poden extreure directament de

I'organisme o mitjangant cél-lules pluripotents induides.

A través dels embrions podem obtenir CME. Per fer aix0 s'han de fabricar embrions
que creixeran i es desenvoluparan en un laboratori durant 5 o 7 dies fins que es
transformin en un blastocist. Un cop s'ha assolit aixd, es destrueix I'embrid i
s'extreuen les cel-lules de la massa cel-lular interna que es cultiven per donar lloc a
les cel-lules mare embrionaries. Es poden obtenir embrions mitjangcant tres

técniques diferents:
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Mitjancant reproduccié sexual: Es realitza una fecundacié induida a través de la
reproduccid assistida. Les técniques utilitzades sén la fertilitzacié in vitro o I'ICSI
(microinjeccié aspérmica). Amb la reproduccié sexual I'embrié rep la meitat de la
informacié genética d'ambdds progenitors. Actualment, hi ha pocs paisos que
permeten obtenir CME a partir d’embrions. En alguns casos els embrions s’obtenen
de I'excedent de les técniques de reproduccio assistida i no han utilitzat tots els
embrions, mentre que d’altres paisos permeten fecundacions in-vitro per tal d’obtenir

embrions destinats a la investigacio.

Mitjancant transferéncia nuclear: Consisteix en una reproduccié asexual que
permet crear embrions a partir de I'ADN de tan sols un donant. Aixi i tot, aquest
meétode encara esta en fase d'investigacié. Seguint aquesta metodologia I'embri6 es
forma a partir de qualsevol ceél-lula somatica o nucleada corporal. El nucli d’'una
ceél-lula somatica s'implanta en un ovul no fecundat al qual se li ha extret el nucli
amb tots el seu material genétic. L'Ovul, ja reconstruit, s'estimula i comenga a
desenvolupar-se com a embrio, ja que segueix les instruccions que li donen els
cromosomes del seu nucli sense importar d'on prové. A través d'aquest procés es
clona una mateixa ceél-lula, aconseguint aixi un embrié genéticament idéntic al

donant.

Mitjancant la partenogénesi: Consisteix en una reproduccié asexual que esta en
fase d'investigacié i permet crear embrions a partir d’'un ovul. Mitjangant I'aplicacio
d’'uns estimuls quimics, eléctrics o térmics, que causen que I'd0vul es comporti com si

s'hagués fecundat i pot formar un embrio.

Un cop s'ha obtingut I'embri6 es realitza una clonacié. Existeixen dues técniques de
clonacio, tot i que per obtenir CME amb fins académics només se n’utilitza una, el

clonatge terapeutic.

Clonatge reproductiu: Té com a finalitat implantar I'embrié clonat a I'Uter d’una
femella. Aquesta practica esta prohibida en I'ésser huma, perd s'han obtingut
resultats per clonatge reproductiu en animals, com és el cas de I'ovella Dolly que es

va fer per transferéncia nuclear.

Clonatge terapéutic: L'embrié es cultiva al laboratori en unes condicions concretes

per assegurar-se que assumeix un grau de desenvolupament optim (blastocist) que

1
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ens permeti aillar i cultivar les cél-lules de la massa cel-lular interna, que és una font
de cél-lules mare embrionaries. Les CME que s’obtenen a través del clonatge
terapéutic mitjangant la transferéncia nuclear son CME genéticament identiques a
l'individu que ha subministrat la cél-lula somatica. Si el receptor del trasplantament
és el seu propi donant, es podria anul-lar la possibilitat d'un rebuig immunologic en

els trasplantaments.

En el nostre cos hi ha diferents fonts de cel-lules mare, com poden ser teixits o

organs. D’aquesta manera podem obtenir CM d’humans a partir de:

Fetus: Els teixits i organs que s'obtenen dels fetus que han patit un procés
d’avortament poden proporcionar CME germinals, a partir de la cresta gonadal de

fetus de 5-10 setmanes, o CMA, a partir de restes de teixits fetals.

Liquid amniotic: Conté cél-lules mare fetals mesenquimatiques que sén semblants

a les CME i tenen un gran potencial en I'area d'investigacio.

Cordoé umbilical: Mitjangant una puncio a la vena del cordé umbilical durant els
quinze minuts després del part, es poden aconseguir cél-lules mare adultes. En el

seu teixit també es poden obtenir CMA, perd encara esta en fase d'investigacio.

Individus adults: A través de teixits i organs diferenciats d'individus adults es poden
obtenir CMA. Alguns d'aquests teixits son la medul-la 6ssia, la sang, el cervell, els
musculs esquelétics, la polpa dental, la cornia i la retina, el fetge, I'epiteli de la pell, i
del sistema digestiu, el pancrees i el teixit adipés. La seva obtencidé no presenta
dilemes eétics i es poden extreure d'individus vius donants, o morts, a través de

l'autopsia.

Una altra alternativa per obtenir CM son les cél-lules iPSC, les quals s’explicaran

amb més profunditat en el llarg del treball.

2.5. Aplicacions de les cél-lules mare en la biomedicina

En el mén de la investigacié i medicina s’ha generat un gran interés pels estudis
amb cél-lules mare, que poden ajudar en diverses arees. Els seus possibles usos

son:

12



Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

Comprendre millor el desenvolupament de les malalties i afeccions: es podran
entendre els mecanismes basics a través de l'observacid de la maduracid de

cél-lules mare per formar altres cél-lules de diferents teixits.

Aplicacions directes en la medicina regenerativa: La utilitzaci6 de CM
diferenciades per substituir o regenerar teixits i organs malmesos. Aquesta aplicacié
podria ser de molta utilitat en pacients amb lesions a la medul-la espinal, la malaltia
de Parkinson, la diabetis tipus 1, les malalties cardiaques, el cancer, I'osteoartritis i
I'Alzheimer, entre d’altres. A més, gracies a la seva capacitat regeneradora podrien

ser emprades en trasplantaments.

Per analitzar la qualitat dels nous medicaments amb seguretat i eficacia: Pot
tenir un gran impacte en el desenvolupament de farmacs. Les cél-lules mare s’han
de programar per especificar-se en el teixit sobre el qual actua el medicament, les
proves pretenen indicar si existeix algun efecte sobre les cél-lules o no. Tot i aixo,

aquesta técnica encara es troba en fase experimental.

Trasplantament de cél-lules mare: Consisteix a utilitzar la capacitat regenadora de
les cél-lules mare per reparar teixits. Per exemple, podriem fer servir cél-lules mare
del teixit danyat quan es produeix un atac de cor perqué aquestes reparin I'0rgan.
Les nostres propies cel-lules mare tenen una capacitat limitada per realitzar aquest
procés, perd en trasplantar milions de cél-lules mare podem incrementar la seva

capacitat.

Tot i aixd, encara existeixen diferents reptes i riscos que s'han de solucionar i valorar
abans de posar en practica aquestes terapies, com la formacié de tumors o el rebuig

immunitari.

Actualment, I'Unica terapia definitiva que utilitza cél-lules mare que s'esta duent a
terme és el trasplantament de medul-la dssia. Les cél-lules mare sanguinies de la
medul-la ossia s'utilitzen com a element terapéutic en el seu trasplantament i
s'utilitzen per renovar la medul-la 0ssia danyada. La medul-la d0ssia és un teixit
esponjos que es troba en l'interior de certs ossos com les crestes iliaques (ossos del
maluc), I'esternum o el crani. La medul-la conté cél-lules mare hematopoétiques que
formen cél-lules sanguinies, ja siguin globuls blancs (defensa contra infeccions),

globuls vermells (transport d'oxigen al cos) o plaquetes (coagulacié de la sang).

13
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Aquest tipus de trasplantament es fan servir en tractaments contra alguns cancers,
com la leucémia, limfoma, mielodisplasia o mieloma multiple. També s'investiga el
possible Us en tractaments de malalties autoimmunitaries, que afecten la produccié

de cél-lules a la medul-la ossia i en la tolerancia d'organs trasplantats.

A través de l'aillament de cél-lules mare sanguinies pures es poden transferir el
nombre necessari de cel-lules per renovar la medul-la dssia i regenerar el sistema
sanguini. Les cél-lules mare s'injecten al torrent sanguini amb un cateter venos
central, en un procés similar al de transfusid6 sanguinia, de manera que no
s'acostuma a necessitar cirurgia. Llavors les cél-lules mare viatgen a través de la
sang fins a la medul-la 0ssia. Abans de fer aquest trasplantament els pacients de
cancer es veuen sotmesos a tractaments de quimioterapia o radioterapia per
destruir qualsevol mena de cél-lula cancerosa, aquest procés també destrueix el que

queda de medul-la 0ssia sana per aixi forcar el creixement de noves cél-lules mare.
Es coneixen tres tipus de trasplantament de medul-la dssia:

Autotrasplantament: S'utilitzen les cél-lules mare del pacient extretes abans que se
sotmetés al tractament de quimioterapia o radioterapia. Aquestes es congelen fins
que el pacient acaba la quimioterapia. Seguidament, s’injecten al pacient per activar
la produccié de cél-lules sanguinies normals. Aquest tipus de trasplantament es

denomina trasplantament de rescat.

Al-lotrasplantament: S'emparen ceél-lules mare d'un altre donant, aquest ha de ser
parcialment compatible en termes genétics de manera que hi hagi les menors

complicacions possibles en el tractament i evitar un rebuig.

Trasplantament de sang del cordé umbilical: Aquest és un tipus
d'al-lotrasplantament en el qual s'usen les cel-lules mare que s'extreuen del cordd
umbilical d'un nounat normalment es congelen per fer-les servir en un futur. Com
que les cél-lules de la sang del cordd umbilical sén més immadures no és necessari
que la comptabilitat sigui tan exacte , per altra banda, en haver-hi un nombre menor

de cel-lules, els hemogrames sanguinis poden trigar més temps a recuperar-se.

Per minimitzar els efectes secundaris del trasplantament s’utilitzen les cél-lules mare
meés compatibles amb les del pacient. La compatibilitat s'analitza mitjangant
examens sanguinis espacials, normalment els germans i parents propers tenen més
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possibilitats de ser compatible, en cas que aquests no puguin ser donants també
existeixen registres nacionals de medul-la 0ssia que permeten obtenir medul-la
ossia de donants compatibles. El factor que afecta la compatibilitat de dos individus
sén el conjunt de proteines que es troben a la superficie de la cél-lula que
s'anomenen antigens del grup leucocitari huma A (HLA). Com més gran sigui el
nombre d'antigens HLA compatibles més possibilitat hi ha que un pacient

accepta-hi les cel-lules mare del donant.

Les cél-lules mare es poden recollir a través de dos possibles processos. El primer
és la recol-leccié de medul-la dssia, que consisteix en una cirurgia menor en la qual
s'extreu medul-la de la part posterior dels ossos del maluc, la quantitat extreta
dependra del pes del pacient a qui es doni aquesta medul-la ossia. El seguent
procés s’anomena leucocitaféresis. En aquest procés el pacient rep diverses
injeccions per desplacgar les cél-lules mare de la medul-la dssia fins a la sang que
després s'extraura a través d'una via intravenosa. A continuacio se separen els
globuls blancs dels globuls vermells, que es retornen al donant. Aquest tipus de
trasplantament presenta alguns riscos. Per una banda, el donant pot patir una serie
de simptomes causats pel trasplantament de medul-la dssia com son: dolor toracic,
reduccio de la pressi6 arterial, febre, calfreds, sufocacié, sabor estrany a la boca,
mal de cap, ronxes, nausees o dificultat per respirar. D’altra banda, el pacient també
pot desenvolupar certes complicacions que depenen de factors com l'edat, la seva
salut, la comptabilitat del donant o el tipus de trasplantament de medul-la 0ssia que
s'ha efectuat. Les complicacions inclouen: anémia, sagnat a diferents parts del cos,
cataractes, insuficiencia d'un empelt®, infeccions i inflamaci6 o malaltia

empelt-contra-hoste (EICH)*.

2.6. Dilemes bioétics de les cél-lules mare

En les ultimes décades, la bioética s'ha convertit en un aspecte indispensable en el
desenvolupament de la ciéncia. Per tant, no és d'estranyar que es produeixin
diversos debats étics entorn les cél-lules mare, el seu Us i obtencid. A més a més,

en ser un tema que avanga tan rapidament, la legislacié encara esta en procés

3 Les noves ceél-lules no s'estableixen dins del cos i no comencen a produir cél-lules mare
4 afeccio en la qual les cél-lules del donant ataquen el seu propi cos.
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d'adaptacid, per la qual cosa els investigadors s'han d'anar ajustant a les normes i

lleis segons es publiquen.

L'any 1998 es van produir els primers cultius amb cél-lules mare embrionaries
d'humans, aquestes linies cel-lulars haurien de ser "immortals" si es mantenen
congelades en les condicions adequades. Es per aixd, que les CME han generat
diferents dilemes bioétics pel fet de la destruccié d'embrions poc desenvolupats per
la seva obtencid. Els embrions utilitzats per fer aquest tipus d'experiments deriven
de cliniques de reproduccié assistida on els embrions es conserven congelats, ja
sigui perqué en les tecniques de fecundacio in vitro se solen utilitzar més embrions
dels necessaris 0 perqué han sigut donats pels seus progenitors, en ser fecundats.
Un dels fets que es plantegen és si cal considerar aquests embrions en un estat poc
avancat, la fertilitzacié de I'dvul, una vida humana amb tots els seus drets. Com que
I'embrié és l'inici de la vida humana alguns especialistes opinen que es pot
considerar una vida, mentre que d'altres argumenten que el grau de
desenvolupament no és prou alt. En el moment en qué es va comengar a realitzar la
FIV, la legislaci6 no admetia cap altre desti pels embrions humans generats
mitjangant aquesta técnica que la seva transferéncia a un uter amb una finalitat
reproductiva Tanmateix, amb l'inici de I'experimentaci6 amb CM es van obrir les

discussions sobre altres vies possibles per aquests embrions.

També hi ha altres dilemes que presenten les CM, encara que no tenen tant resso
com l'anterior. Com el fet que unicament les persones amb més recursos economics
solen tenir accés a aquest tipus de tractaments experimentals, o si no, tenen accés
de manera més rapida, ja que acostumen a tenir més accés a aquest tipus
d'informacié. A més, hi ha gent que es nega a rebre tractaments amb CM o no volen
que s'apliqui en menors d'edat. Paral-lelament, hi ha cert personal sanitari que es
nega a participar en tractaments que utilitzin CM o facin servir materials derivats
d'elles. En ultim lloc, també hi ha el problema del consentiment informat, ja que els
sanitaris s'han d'assegurar que el pacient conegui i comprengui tots els riscos i
efectes derivats d'aquests tractaments, com que també reconegui el fet que encara

és un terreny molt desconegut.

Tanmateix, d'enga que es van comencgar aquest tipus d'experimentacio fins ara hi ha

hagut molts avengos en aquest camp, fet que provoca que els dilemes étics canviin
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i que la legislacio s'hagi de renovar constantment. Un d'aquests avengos és la
creacid de ceél-lules mare pluripotents induides, en aquest cas permet la possibilitat

d’haver d'evitar destruir embrions per I'obtencié de cél-lules semblants a les CM.
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3.CEL-LULES MARE PLURIPOTENTS INDUIDES

3.1. Queé son les cél-lules iPS?

En els darrers anys s’ha estat investigant la possibilitat de crear ceél-lules mare a
partir de cél-lules diferenciades adultes, a través d'un procés anomenat
reprogramacio. Gracies a aquest procés s’obtenen les cél-lules mare pluripotents
induides, anomenades també cél-lules iPS o iPSC (de I'anglés induced pluripotent

stem cells).

Les cél-lules mare pluripotents induides sén cél-lules somatiques, derivades de la
pell o cél-lules sanguinies, que a través de I'enginyeria genética s'han programat per
comportar-se com cel-lules mare embrionaries i adquirir el seu nivell de
pluripotencialitat, per tant, la capacitat de diferenciar-se en qualsevol tipus de
cél-lula. Aquesta reprogramacié s'aconsegueix induint la sobreexpressio de certs
factors de transcripcio (en concret els factors de Yamanaka: KLF4, SOX2, OCT4 i

cMYC) que pretenen desdiferenciar les cél-lules perquée tornin a adquirir plasticitat.

Obtenir les iPSC de cél-lules ja diferenciades permet eliminar les questions étiques
que estan implicats en I'obtencié de ceél-lules mare a través d'embrions. També, és
una font il-limitada de qualsevol classe de cél-lula que es pugui necessitar per
finalitats terapeutiques. A més, en els trasplantaments, si s’obtenen iPSC del mateix
pacient s’eliminen els problemes derivats del rebuig immunologic. Per tant, les iPSC
tenen un gran ventall d'aplicacions per tractar diferents malalties, convertint-se en

una eina essencial per la medicina regenerativa.

3.2. Descobriment de les iPSC

L'any 1962, un investigador britanic, John B. Gurdon, va descobrir que
I'especialitzacié de les cel-lules és reversible. Gurdon va demostrar que es podien
obtenir granotes clonades en substituir un nucli cel-lular immadur d'una cél-lula de
I'Ovul de la granota pel nucli d'una cél-lula intestinal madura. També va observar que
I'ADN de la cél-lula madura somatica encara conservava la informacié genética
necessaria per desenvolupar tota la resta de cél-lules de la granota, de manera que
a meés de retenir la informacié genética es podia revertir la diferenciacié amb una

manipulacio artificial. EI 1987 un altre grup d'investigadors liderats per Davis va
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demostrar que es podia convertir directament fibroblasts® de ratoli en mioblasts®

mitjangant I'expressio forcada del gen de diferenciacié miogénica 1 (Myod1).

Aquests dos descobriments, la transferéncia somatica nuclear i la reprogramacio
directa, van establir la base per les posteriors investigacions sobre la induccié de la
pluripotencia. De manera que el 2006 un grup d'investigacio liderat per Yamanaka
van descobrir que activant certs gens en les cél-lules somatiques es podia revertir la
seva diferenciacié i adquirir un estat amb més pluripotencial. Es a dir, com les
cél-lules madures, en aquest cas fibroblasts de ratoli, es podien reprogramar per
convertir-se en cél-lules mare immadures, que tenien un comportament similar a les
CME. Yamanaka va utilitzar un retrovirus per induir i forgar I'expressio dels quatre
factors de transcripcio utilitzats per activar els gens necessaris, aquests factors es
coneixen com a factors de Yamanaka i son Oct4, Sox2, Kfl4 i c-Myc. Les cél-lules
obtingudes es van anomenar cél-lules mare pluripotents induides (iPSC). EI 2007
aquest mateix grup va fer servir la mateixa metodologia per reprogramar fibroblasts
humans aconseguint les primeres iPSC humanes. El mateix any, un altre grup liderat
per Yu va poder reprogramar fibroblasts humans, perd a través d'uns altres factors

de transcripcié coneguts com: Oct4, Sox2, Nanog i Lin28.

Des de llavors s'han generat amb éxit iPSC de diferents espécies (ovelles, porcs,
vaques, etc.), tot i que generalment es continua fent us iPSC humanes o de ratoli.
També s'han generat iPSC a partir de diferents tipus de cél-lules somatiques. Els
avencgos relacionats amb I'estudi i generacié d'iPSC suposen una gran eina que
ofereix moltes oportunitats per entendre els mecanismes de certes malalties i

descobrir nous tractaments.
3.3. Obtencio d'iPSC

La reprogramacié d’'una cél-lula somatica a una iPSC amb caracteristiques similars
a les CME, les quals tenen la capacitat de diferenciar-se en una gran varietat de
tipus cel-lulars, i proliferar durant un temps indefinit sense perdre les seves
caracteristiques, suposa un gran aveng¢ per la medicina regenerativa presentant

moltes aplicacions terapéutiques. Des del descobriment de les iPSC s’han investigat

5 Fibroblast: cél-lules que contribueix a la formacié del teixit connectiu, un material fibrés que suporta i connecta
teixits i organs.
6 Mioblast: Célula indiferenciada de las fibras musculares.
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diversos métodes per obtenir-les de la manera més eficient possible, a continuacio

s’anomenaran els métodes més comuns.
3.3.1. Reprogramacioé mitjancant factors de transcripcié

Els factors de transcripcié son proteines que regulen la transcripcio dels gens, és a
dir, controlen com es copien en ARN les bases nitrogenades de 'ADN durant el
procés de transcripcid per la posterior produccid de proteines. Serveixen per
controlar la produccié de proteina de certs gens, ja que si els gens no es transcriuen
en una ceél-lula, aquesta no pot produir proteina. Els factors activadors promouen la
transcripcio, augmentant la produccié de proteina, mentre que els repressors la
disminueixen. També tenen la capacitat "d'apagar i encendre" certs gens en parts
especifiques del cos, a través de potenciadors i silenciadors que sén conjunts de
receptors on s'uneixen els factors de transcripcio. A més, aquests factors permeten
que les cél-lules facin operacions logiques i combinin diferents fonts d'informacio per

"decidir" expressar un gen.

Durant els estudis dels grups de Tada, Cowan i Yu es va observar que hi ha certs
factors en les CME dels humans que permetien la induccié de la desdiferenciacio
de la cél-lula somatica, és a dir recuperar la seva capacitat potenciadora induint
I'expressio d'alguns gens marcadors de pluripotencialitat com I'Oct4 i el Nanog.
Shinya Yamanaka el 2006 va comengar una identificacioé dels factors que induien a
aquesta desdiferenciacié a través d’'una analisi de 24 factors que van permetre
identificar quatre gens: Oct4, Sox2, c-Myc i KIf4. Es va demostrar que aquests gens
eren suficients per reprogramar fibroblasts de ratolins, i més tard també d'humans, i

generar unes cel-lules amb un fenotip similar a les CME, conegudes com a iPSC.

El procés de reprogramacié es realitza a través de la introduccié de diferents factors
de transcripcié a cel-lules somatiques, anomenats Factors de Yamanaka, pero
també hi ha diferents variacions, els factors que se solen introduir en combinacions
diferents inclouen Oct4, Sox2, Kif4, Lin28 i c-Myc. Aquests factors reconeixen
sequencies concretes d'ADN i activen o aturen la seva transcripcid unint-se a
elements d'ADN proxims als seus promotors o regions més aillades. Les noves
combinacions estudiades tenen com a objectiu eliminar els factors potencialment
perillosos com el c-Myc, ja que s'ha demostrat de la seva desregulacié pot provocar
una inestabilitat gendmica i desencadenar l'aparici6 de cancer. S’han trobat
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evidéncies qué aquest factor pot ser prescindible per la reprogramacio, tot i que
I'eficiencia del procés es veuria reduida. Per aquest motiu es busquen combinacions
que eliminin el c-Myc i mantinguin I'eficiencia. Paral-lelament, també s'ha observat
que es poden substituir els factors Sox2 i KIf4 mitjangant I'addici6 de certs

compostos en el medi de cultiu.

La regulacié de l'estat de pluripotencial de la cél-lula es mesura mitjangant els
factors Oct4, Sox2 i Nanog. Aquests factors de transcripcid formen una xarxa
d'interaccions a través de la formacié d'heterodimers’ que actuen sobre els grups
promotors® dels gens diana. D'aquesta manera indueixen I'expressié del gens que
promouen la pluripoténcia i inhibeixen aquells que actuen en la diferenciacio, a més

regulen la seva propia expressio.

Seguidament, explicaré les propietats i caracteristiques de cadascun dels factors de

Yamanaka:

Oct4 (Pou5f1): Es un element clau pel manteniment de la pluripoténcia i t& un gran
paper en el desenvolupament embrionic inicial. La seva deficiéncia en embrions és
letal, ja que encara que hi ha formacié del trofoblast, la massa cel-lular interna del
blastocist no es desenvolupa. Per contra, si els nivells d'Oct4 sén molt elevats
indueixen a la diferenciacié, per tant, quan s'estan reprogramant les cél-lules els
nivells d'expressié d'aquest factor han d’estar estrictament regulats, de manera que

no diferenciin la ceél-lula abans d’hora.

Sox2: Esta involucrat en la regulaci6 del desenvolupament embrionari i la
determinacié de la funcié de la cél-lula. EI Sox2 es necessita per mantenir la
renovacié de CME cel-lules neuronals indiferenciades. També coopera amb Oct4
per formar un heterodimer que presenta la funcié d’activador o repressor de la
transcripcido que indueix a l'expressié de Nanog, un gen que esta implicat en el
manteniment de la pluripoténcia. També regulen altres gens com Fgf4, osteopontina
i Lefty. Tanmateix, a diferéncia d'Oct4, es pot expressar també en etapes més
avancades del desenvolupament, com en les CM neuronals. Diferents analisis

apunten que Oct4, Sox2 i Nanog sén gens mestres en la regulaci6 de la

" Heterodimers: molécules formades per dos components diferents i unides per un enllag quimic, com les
proteines o polipeptids

8 Grups promotors: regions d'ADN que controlen la iniciacié de la transcripcio d'un tros concret d'’ADN/ARN, per
tant, promouen la transcripcié d'un gen
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pluripoténcia, aixi i tot, en els factors de Yamanaka el factor Nanog no és necessari
per a la reprogramacié de les iPSC, ja que I'expressio d'Oct4 ja indueix I'expressio
de Nanog. A més, aquest esta més relacionat amb la capacitat de reprogramacio

que la de pluripotencia.

KIf4: El seu paper esta relacionat amb la inhibicié de p53, un gen que produeix una
proteina que controla la divisido i destruccié de les cél-lules. D'aquesta manera
controla el cicle cel-lular i contraresta l'accié de c-Myc en la induccié de I'apoptosi
(tipus de mort cel-lular) i la diferenciacio. El KIf4 té un paper doble com oncogeéen® i

antioncogén'. Té dominis tant en I'activacio trancripcional com amb la repressio.

c-Myc: Es un potent oncogén i un dels més freqiientment irregulars en el cancer
huma. Esta implicat en la replicacié de I'ADN, la proliferacié cel-lular, la inhibicié de
la diferenciacid cel-lular i la metastasi. Tot i no ser imprescindible per la
reprogramacio cel-lular, té una gran influéncia en I'eficiencia del procés. Es creu que
el seu paper pot estar relacionat amb la induccié del programa cel-lular necessari
per a l'autorenovacio i la induccié de modificacions epigeneétiques que bloquegen la

diferenciacio i promouen la de-diferenciacio.

Sistemes de reprogramacié

Per induir les cél-lules a la pluripoténcia s'han d'introduir els factors de transcripcié
en les cél-lules dianes. Per fer aixo s'utilitzen diferents sistemes amb variacions en
la seva eficieéncia, taxa d'aneuploidia (anormalitats en el nombre de cromosomes) i
seguretat. Se'n poden diferenciar dos tipus segons la naturalesa viral (vectors virals i
no virals) o segons la capacitat d'integracié en el genoma de la cél-lula (sistema

integratiu o no integratiu).

® Oncogen: gen anormal o activat que prové de la mutacié d'un al-lel d'un gen normal. Participa en el creixement
de les cél-lules.
© Antioncogén: gen que produeix una proteina supressora de tumors que controla la multiplicacio cel-lular)
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Figura 5: Metodes de lliurament per a la reprogramacioé d'iPSC.

Font: Technological Overview of iPS Induction from Human Adult Somatic Cells, NIH (2013).

A continuacio explicaré alguns dels métodes més utilitzats:

Meétodes integratius: En un métode integratiu 'ADN extern es manté dins el

genoma de les noves iPSC. Hi ha diferents métodes d’aquest tipus, que poden ser

virals o no:

Retrovirus: Es un métode viral que es va fer servir per crear les primeres

iPSC (per part de Takahasi i Yamanaka) i actualment és dels més utilitzats

per realitzar aquest procés. Tanmateix, durant la integracié dels vectors

retrovirals es poden produir alteracions cromosdomiques en la cél-lula influint

en les linies cel-lulars i les seves propietats. A més, s'ha vist que les iPSC

aconseguides fent us d’aquest meétode mostren major taxa d'aneuploidia

(desequilibri en el numero de cromoses causat per I'abséncia o I'excés de

cromosomes supernumeraris). Els vectors retrovirals permeten el lliurament

de gens al genoma de les cél-lules en divisidé i solen silenciar-se en les
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cél-lules immadures, cosa que permet que les iPSC es reprogramin

totalment.

Lentivirus: Com que els retrovirus tan sols poden transfectar' les cél-lules
que es troben en divisio, els lentivirus resulten una opcid alternativa per
augmentar l'eficiencia de procés. Perque, al contrari que els retrovirus, els
lentivirus poden transfectar les cél-lules que estan en divisié i les que no.
També presenten wuna capacitat de clonacio Illeugerament major.
Malauradament, els lentivirus suposen una preparaci®é més llarga i
complicada, a més, no eliminen els problemes d'alteracions genétiques en les
linies iPSC generades i, fins i tot, podrien induir tumors. Els vectors de

lliurament lentivirals solen derivar del VIH.

ADN linear: La transfeccido d'’ADN lineal mitjancant lipomes o electroporacio
és una bona alternativa en cas de no voler utilitzar vectors virals. En
comparacié amb els anteriors, l'eficiéncia d'aquest métode és menor, ja que
la quantitat de ceél-lules que reben el conjunt sencer de factors de
reprogramacio €s menor. Aquest sistema és més senzill que els anteriors,
perd a causa de la baixa eficiencia i la baixa quantitat de cél-lules
transfectades requereix moltes ceél-lules donants, fet que afegeix més
dificultats al procés. A més a més, molts clons obtinguts amb aquest métode
presenten nivells intermedis de reprogramacio cel-lular. No obstant aixo, el
principal avantatge d'aquest sistema és l'eliminacio de I'ADNc'? en la
reprogramacio, fet que pot millor el potencial de diferenciacioé i reduir el

potencial oncogeénic.

Meétodes no integratius: Son utilitzats amb l'objectiu de minimitzar o eliminar les
alteracions en el genoma de les iPSC, sorgits dels métodes integratius, mantenint
I'eficiéncia del procediment. Alguns d'aquests metodes sén els vectors lentivirals

extraibles, vectors virals no integratius com el virus Sendai o I'adenovirus, les

" Transfectar: introduccié de material genétic extern en cél-lules eucariotes mitjangant plasmidis o
altres eines resultant en la infeccié de la cel-lula per part d'un virus

2 'ADN complementari (ADNc) és una molécula dADN d'una doble cadena, en qué una constitueix
una seqiiéncia totalment complementaria a 'ARN missatger a partir del qual s'ha sintetitzat
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proteines recombinants, els vectors episomals o els vectors sintetics d'ARNm. A

continuacio explicaré més detalladament alguns d'aquests.

Adenovirus: Els adenovirus utilitzen les cel-lules de I'noste per replicar el seu
propi genoma i, aixi, poder-se reproduir. A diferéncia dels retrovirus, els
adenovirus no incorporen el seu genoma en I'ADN de I'hoste. Per tant, no
presenten els mateixos problemes. En comptes d'incorporar els transgens en
el genoma de l'hoste, cosa que implica que s'han d'extirpar, els gens
s'expressen directament en el genoma viral. L'eficiencia de la reprogramacio
és molt baixa, no obstant les iPSC creades a partir d'aquest métode sén
pluripotents. A més, no es detecta genoma viral en les iPSC ni tampoc la
formacio de cap tumor, fet que suposa una reduccié de l'amenacga de

tumorigénesis en les iPSC.

Virus Sendai: La utilitzacié del virus Sendai (SV) és un dels métodes més
segurs i eficients per la reprogramacio cel-lular, ja que és eficac en cél-lules
dificils de reprogramar i pot obtenir iPSC sense alteracions gendmiques. El
SV és un virus embolcallat d'’ARN monocatenari, que té com a principal
caracteristica la capacitat d'infectar un ampli nombre de cél-lules de diferents
especies. Aixo és degut a la presencia d'acid sialic, mecanisme utilitzat pel
SV per infectar cél-lules, que es troba en molts tipus cel-lulars. A més, com
que els vectors d'ARN viral es mantenen en el citoplasma i, per tant, no
s'integren en el genoma de la cél-lula hoste, la informacio genética no es veu
alterada. Aixi i tot, aquest métode també inclou inconvenients com la dificultat
per provar altres factors de reprogramacié a causa de la dependéncia d'un kit
comercial, I'eliminacio lenta de I'ARN de SV i la manca de SV de grau clinic

per a la reprogramacio.

Proteines: Recentment, alguns estudis han suggerit que potser no es
necessita utilitzar material genétic per la reprogramacié de les iPSC. Un dels
metodes possibles és la transduccidé de proteines, un metode en el qual es
creen proteines que fusionen cadascun dels transgens en una sequeéencia
peptidica que penetra la membrana cel-lular. Gracies a I'eliminacio del

material genétic en la reprogramacié cel-lular és possible eliminar el risc de
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tumorigenesis i expressio geneética distorsionada per culpa la reactivacié de

transgens.
3.3.2. Reprogramacié mitjancant moléecules petites

Un dels principals problemes en la utilitzacié clinica de les iPSC és la baixa
eficiéncia en qué s'obtenen i la manipulacié genética que requereixen per la induccié
de l'expressid ectopica’ dels factors de reprogramacio. Per aquesta rad s'estan
comencant a enfocar investigacions en la utilitzacié de "molécules petites" per

substituir la utilitzacié dels virus i aixi augmentar l'eficiéncia de la generacio d'iPSC.

Les molécules petites sdn compostos organics amb un pes molecular baix i una
mida d'ordre 1Tnm que poden regular un procés biologic. Un exemple és BIX-01294,
un inhibidor de G9a histona metiltransferasa (enzim capag¢ d'unir-se a I'ADN per
impedir la transcripci6 de gens situats en un lloc concret). Aquesta molécula
augmenta l'eficiencia de la reprogramacio de les cél-lules transduides tan sols amb
els factors Oct4 i Kfl4 a nivells similars als obtinguts amb els factors de Yamanaka.
Per augmentar l'eficiencia de la reprogramacié amb els factors tradicionals, fins a
arribar a un augment de 200 vegades més, s'han utilitzat les seglients molécules en
diferents combinacions: SB431542 (inhibidor d'un dels receptors de TGFf, que és
inhibidor de creixement), PD03252901 (inhibidor de la via MEK-ERK relacionada
amb la diferenciaci6 i proliferacio), i Thiazovivin (augmenta la supervivéncia cel-lular
després de la tripisinizacio'). Per altra banda, l'acid valproic (VPA) que és un
inhibidor de les deacetilasas de les histones'™ permet aconseguir reprogramar

fibroblasts sense utilitzar c-Myc o només fent servir Oct4 i Sox2.

De manera que els estudis realitzats actualment emprant molécules petites
permetran en un futur desenvolupar protocols per obtenir iPSC més eficientment. A

més, s’eliminaran els factors de risc aconseguint una aplicacié clinica més segura .
3.3.3. Tipus cel-lulars utilitzats per I’'obtencié d’iPSC

Actualment, els tipus cel-lulars més utilitzats per la reprogramacié son els

fibroblasts, aquests van ser els primers a ser reprogramats i a més sén molt

3 Expressi6 ectopica: expressio génica en un teixit en el qual el gen no se sol expressar

" Tripisinizacio: procés per separar les cél-lules adherents a un substrat de cultiu

® Deacetilasas de les histones: son un tipus d'enzims implicats en I'eliminacio dels grups acetil dels residus de
lisina a les histones, incrementant aixi la carrega positiva de les histones i, per tant, I'afinitat d'aquestes per
I'ADN. Aquest increment de la unié condensa l'estructura de I'ADN, impedint la transcripcio

26



Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

accessibles, facils de mantenir i creixen rapidament. Un altre dels llinatges més
usats son les cel-lules sanguinies. Aixi i tot, s'han fet servir altres cél-lules per la
generacio d'iPSC com: queratocits (que semblen presentar grans avantatges),
cél-lules de sang del cordd umbilical, hepatocits, ceél-lules d'orina, cel-lules
amniotiques, cél-lules mare neurals, melandcits, limfocits, cél-lules derivades del

teixit adipos i cel-lules B pancreatiques.

3.4. Aplicacions de les iPSC

En els ultims anys les iPSC han esdevingut molt importants en la investigacio
cientifica a causa de les multiples aplicacions que tenen, ja que es poden fer servir
tant en investigacié com en aplicacions cliniques. Actualment, son una realitat en el
desenvolupament de farmacs i I'estudi de malalties, tanmateix, encara es necessita
investigar més per poder-les aplicar a la medicina regenerativa i sobretot en els

trasplantaments.

Primerament, cal destacar que les iPSC s6n un gran recurs per la recerca basica,
que esta orientada al coneixement sobre el nostre organisme i els mecanismes de
funcionament de les malalties. A partir de les iPSC s'han iniciat estudis sobre
malalties o parts del cos, que abans eren dificil investigar per culpa de la falta de
recursos. Aquestes cel-lules es poden utilitzar com a model de malalties humanes
per entendre com apareixen i evolucionen, de manera que aquests coneixements
es puguin aplicar posteriorment per crear un tractament o farmac. Pel que fa als
farmacs, en l'actualitat ja s'usen les iPSC com a model in vitro per desenvolupar i

testar medicaments especifics.

Una altra de les grans aplicacions de les iPSC és la medicina regenerativa, tot i que
és un ambit en desenvolupament que promet molts avencos fa falta bastanta
investigacio per poder-hi aplicar aquestes cél-lules. Per aixd la majoria de recerca és
molt experimental o se’n pretén fer us en un futur més llunya. Les iPSC podran, per
exemple, ajudar als investigadors a aprendre a programar cél-lules per la reparacio
de teixits a través d'investigar les estrategies que fan servir aquestes cel-lules per a
desenvolupar-se. Alguns estudis actuals en aquest ambit sén: la utilitzaci6 de CM
neuronals derivades d'iPSC en un model de lesié medul-lar ( Dra. Victoria Moreno al
CIPF de Valencia) o la regeneracio de fibrosi de teixits pulmonars danyats a través
de CM pulmonar derivat d'iPSC (Dra. Ana Belen Alvarez Palomo del Banc de Sang i
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Teixits de Barcelona). A més, les iPSC també poden ser de gran utilitat en els
trasplantaments, ja que els teixits derivats d'aquestes cel-lules s'originaran a partir
de les mateixes cél-lules del pacient, fet que permetra eliminar el rebuig

immunologic.

Actualment, un dels majors problemes de les iPSC és la possibilitat que esdevingui
en cel-lules canceroses, ja que els factors emprats en la seva reprogramacio tenen
tendéncia a formar tumors. Aix0 dificulta la seva aplicacido en humans, i per tant la
recerca segueix oberta per augmentar el coneixement d'aquestes cél-lules i

poder-ne eliminar les dificultats.

3.5. Les iPSC com a model d’estudi per el sindrome de Brugada

En un cas ideal, l'estudi electrofisic i molecular d'una malaltia, sobretot si és
genetica i s’origina a partir d'una mutaciod, s'hauria de fer en les mateixes condicions
en les quals sorgeix la malaltia, és a dir, les condicions del pacient afectat. No
obstant, per I'estudi de malalties cardiovasculars com la sindrome de Brugada,
I'obtencid de bidpsies cardiaques suposa un risc massa elevat pels pacients. Aixi,
I'estudi d'aquestes malalties acostuma a utilitzar técniques in vitro amb models
d'expressio heterdloga. Un exemple son les cél-lules embrionaries de ronyons o
cél-lules d'animals, en els que es determina la mutacié especifica. A pesar d’aixo,
aquests models presenten inconvenients com la falta de components importants en
els canals ionics cardiacs, els quals poden ser necessaris per recrear de manera
exacta la mutacié. Es per aixd, que amb el descobriment de les cél-lules pluripotents
induides s’ha obert una nova via d'investigacié de les malalties cardiovasculars.
Amb les iPSC es poden desenvolupar estudis en cél-lules humanes que presenten
la mutacioé investigable sense posar en risc el pacient. Per tant, aquestes cél-lules
representen un gran canvi en l'estudi dels mecanismes de les malalties, la recerca

de noves terapies o la medicina regenerativa, entre d'altres.

3.6. Avantatges i inconvenients de I’us d’iPSC

L'as d'iPSC presenta grans avantatges respecte a la utilitzacio de cel-lules mares,
perd0 com qualsevol avang cientific també cal tenir en compte els seus

inconvenients.
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En relaci6 amb els avantatges, en primer lloc, I'is d'iPSC redueix la necessitat
d'experimentar sobre animals, ja que presenta un model alternatiu sobre el qual
provar l'eficacia i els efectes secundaris de tractaments o farmacs. Paral-lelament,
elimina el problema étic relacionat amb la de la destruccid6 d'embrions per
obtenir-les, perqué l'obtencié d'IPSC segueix un altre procediment que no necessita
embrions. En addicid, redueix el rebuig immunitari que pot produir en un
trasplantament, ja que les cél-lules provenen de la mateixa persona. Com també,
proporciona una font abundant de cél-lules mare per I'estudi de malalties, o perqué
les iPSC tenen una gran capacitat de divisio i, per tant, una rapida expansi6. Cal
afegir que sén molt utils en el desenvolupament de farmacs o estudis experimentals.
Com també aporten coneixement sobre el procés de reprogramacid, que es pot
aplicar a terapies de medicina regenerativa. Finalment, podrien ser utils per a la

terapia cel-lular i génica.

Pel que fa als inconvenients, tot i que molts grups d’investigacié treballen sobre
aquest camp, encara no hi ha suficients estudis que demostrin que la utilitzacio
d'IPSC en humans sigui beneficiosa i segura. Cal recordar que I'is de virus per
introduir els gens embrionics a les cél-lules pot desenvolupar tumors (almenys és el
que s’ha observat en els estudis amb ratolins) i que els factors de pluripotencia
també poden derivar en un creixement incontrolat de les cél-lules i generar tumors.
Per acabar, les técniques que es fan servir per aconseguir i diferenciar les iPSC son
molt lentes i poc eficaces, ja que aquestes cél-lules presenten un gran index de
variabilitat aleatoria. Per tant, encara es necessita molta recerca basica per millorar
les linies cel-lulars, fer més eficient el métode i reduir el risc d'us de les iPSC en

humans.
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4. EL COR

El sistema cardiovascular esta format per I'aparell circulatori i el cor. El cor és el
muscul que bombeja sang rica en oxigen i nutrients, mentre que subministra a tots
els teixits del cos a través dels vasos sanguinis, a I'hora que també té la funcio
d’eliminar el didxid de carboni i altres residus que generen les cél-lules. La sang es
manté en un moviment unidireccional dins el nostre cos formant un circuit tancat. De
manera que les auricules (conegudes també com a atris) reben la sang que retorna
al cor, mentre que els ventricles bombegen aquesta cap a la resta del cos. El viatge
d'anada, quan la sang esta oxigenada i conté nutrients, el fa per les artéries, en
canvi, quan la sang torna al cor, quan els teixits ja n'han extret els nutrients, ho fa a

través de les venes.

Aquest viatge esta controlat per uns estimuls electrics desencadenats pel sistema
de conduccid, el qual esta format per diverses cél-lules que sén capaces de crear un
estimul eléctric i determinar la frequiéncia cardiaca. El sistema de conduccié pot
augmentar o disminuir el ritme cardiac segons les necessitats del nostre cos i es
regula per l'accio de certes hormones o bé com a resposta a estimuls nerviosos en
el plec cardiac (nervis situats a la base del cor). De manera que el cicle cardiac es
divideix en dues fases, la sistole en la qual el cor es contrau per enviar la sang a la
resta del cos, i la diastole que consisteix en la relaxacié del muscul cardiac per

poder-se emplenar de sang.
El nostre cor esta format per tres capes:

- El pericardi: una lamina que envolta I'exterior del cor
- El miocardi: el muscul cardiac que impulsa la sang

- L'endocardi: una capa que recobreix el seu interior

L'interior del cor es divideix en 4 cavitats. Les dues superiors sén les auricules,
conegudes com a dreta i esquerra, mentre que les inferiors s'anomenen ventricles,
dret i esquerra. També hi ha 4 valvules, dues de les quals sén auriculoventriculars,
la tricuspide i la mitral, és a dir, separen una auricula d'un ventricle, mentre les altres
sén ventricle arteria, la pulmonar i adrtica, que separen un ventricle d'una arteria.

Les valvules tenen com a funcioé controlar el flux sanguini que travessa el cor.
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Figura 6. Estructura del cor.
Font: Cor. (2022, September 5). Wikipedia.

4.1. Cardiomiocits

El muscul cardiac esta format per cél-lules musculars cardiaques entrellacades,
aquestes s’anomenen cardiomiocits. El seu objectiu és bombejar la sang mitjangant
la contraccio i distensio dels ventricles cardiacs, les fases de sistole i diastole del
cor. EI muscul cardiac, com els musculs esquelétics, té un patré estriat format per
bandes fosques i clares, tanmateix, els cardiomiocits sdbn més estrets i curts que les
cél-lules musculars esquelétiques. Els cardiomiocits son mononuclears, tenen un sol
nucli, i ramificats. A més contenen moltes mitocondries per obtenir l'energia
necessaria per realitzar la funcié contractil. Una caracteristica unica del muscul
cardiac és la preséncia de discs intercalats entre els cardiomiocits, que tenen com a
funcié permetre que es transmeti la forga contractil d'un cardiomiocit a I'altre. Una
altra caracteristica és la preséncia del sarcomer que representa la unitat contractil

basica i forma les miofibril-les.
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Figura 7. Cardiomiocit.
Font: Cardiomiocito. (2022, February 28). In Wikipedia.

Existeixen tres tipus de cardiomiocits:

- Auriculars: Se situen en les auricules. Juntament amb els ventriculars
s'encarreguen de la contraccié muscular.

- Ventriculars: Es troben en les parets dels ventricles.

- Conduccid i excitacio: Tenen poca capacitat contractil i s'organitzen el nodul
sinoauricular (NSA). Aquestes ceél-lules funcionen com a marcapassos
cardiac, ja que estan especialitzades en la conduccio del potencial d'accio i

I'excitacio dels altres cardiomiocits.
Hi ha quatre tipus principals de proteines en els cardiomiocits:

- Sarcomeriques: S'encarreguen de generar la contraccié muscular.
- Citoesqueletiques: El seu objectiu és mantenir I'estructura dels cardiomiocits.
- Desmosomals: S'encarreguen de mantenir units els cardiomiocits entre ells.

- Canals ionics: Son els que generen l'activitat eléctrica.
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4.2 El canal de sodi

La part experimental del projecte estara centrada en el canal de sodi i I'evolucié de
la seva expressio. Per aix0, tot i que hi ha altres canals ionics, s’explicara tan sols

aquest.

El canal de sodi (Canal de Na*) voltatge-dependent és un tipus de canal idnic que
s'obre i es tanca depenent del potencial eléctric o voltatge de la membrana cel-lular.
Els canals de sodi sén proteines transmembrana que permeten el pas de ions de
Na* a través de la membrana. El canal de Na* esta compost per la subunitat q,
Na,1.5, la qual esta codificada pel gen SCN5A i per una o més subunitats 3,Na,31-4,
codificades pels gens SCN1B-SCN4B.
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Figura 8. Canal de sodi i les proteines del seu canalosoma.
Font: Canales de sodio. (s.d), Itaca

La seva funcidé és iniciar la fase rapida de despolaritzacid, fase 0, del potencial
d'accid, és a dir, comencar el procés que resulta en la contraccid del cor. A més,
determinen I'excitabilitat i velocitat de conduccio del potencial d’accié (PA). A part,
també és receptor d'anestésics locals, antiséptics i farmacs antiarritmics del grup 1.
Un potencial d'accié consisteix en una ona que conté una descarrega eléctrica i
viatja per la membrana cel-lular, de manera que modifica la distribucié de la seva
carrega eléctrica. Els cardiomiocits sén cél-lules excitables, aixd significa que
generen potencial d'accié (PA) associat a una resposta contractil en trobar-se amb
un estimul. El PA provoca en els cardiomiocits un canvi reversible del potencial de

la membrana cel-lular, el qual ocorre quan s'activen de manera sequencial diversos
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corrents idnics generats per la difusié'® d'ions segons el grau electroquimic. Es a dir,
durant la despolaritzacio, I'interior de la cél-lula es carrega positivament, en canvi, la
repolaritzacié cel-lular implica que la cél-lula es carregui de manera negativa
(potencial de membrana de -85 a -80mV'"). En estat de repos els cardiomiocits
tenen un potencial de membrana negatiu, perd quan s'exciten es produeix una
despolaritzacio i el seu potencial puja fins a superar el llindar, generant aixi una

diferencia de potencial, anomenada potencial d'accio.
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Figura 9. Fases d’'un potencial d’acci6 cardiac ventricular.
Font: Torres, A. Potencial de accion (mar¢ de 2022). Kenhub.com

Durant el PA cardiac els canals de sodi poden adoptar tres estats, un conductor,
conegut com a obert, i dos no conductors, coneguts com a tancat i inactiu. Poden
transitar gracies a un procés voltatge-temps dependent anomenat gating del canal.
Els potencials d'accié es divideixen en 3 fases:

- Despolaritzacio: el potencial d'excitacio obre els canals de Na* i entren els

ions de Na’, l'interior de la cél-lula es torna electropositiva.

- Sobreexcitacié: fase de positivitat extrema, en el qual el potencial s'apropa a
I'equilibri hidroquimic del sodi.

'® Flux net de ions en el qual les particules es mouen d'una regié amb concentracio alta a una regié
amb concentracié baixa per aconseguir una distribucié uniforme
' \oltatge de membrana en mil-livolts
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- Repolaritzacié: la permeabilitat de Na* disminueix quan es tanquen els seus
canals i s'obren els canals de potassi provocant la sortida de ions de K*, de

manera que disminueix I'electropositivitat de la cél-lula.

El potencial d’accié cardiac segueix el seguent procés. Durant la diastole, moment
de relaxacié del muscul cardiac, el canal es troba tancat en un estat de repds. Quan
comenca la despolaritzacio, fase 0, l'interior de la membrana té una carrega positiva,
augmenta la permeabilitat de la membrana, permetent I'entrada de Na* durant un o
dos mil-lisegons, fet que genera un rapid corrent de sodi (INA). Aquesta
permeabilitat resulta de I'activacid, obertura, dels canals de Na*. Seguidament, el
canal s'inactiva, passant d'estar obert a inactiu, i es para I'entrada de Na*. En el
procés anomenat reactivacio del canal, aquest passa d’un estat inactiu a tancat per
permetre I'obertura en el proper batec. El temps en qué el canal es manté inactiu
pertany al periode refractiu absolut del cor, un interval de temps en el que la cél-lula
no es pot excitar. També és possible que a vegades el canal passi d'un estat obert a

un tancat, aixd s'anomena desactivacio del canal.

Pel que fa la repolaritzacié cardiaca podem distingir diverses fases. Primer, es
produeix una rapida repolaritzacié gracies a l'activacié del corrent transitori, corrent
de rapida activacié. Seguidament, es produeix un equilibri amb dos corrents
d'entrada. Un corrent de sodi (Na*), a través dels pocs canals que no s'han inactivat
totalment a la fase 0, generant aixi un corrent lent de sodi. Un corrent de calci (Ca*),
entra a linterior de la cél-lula provocant la contraccié de la cél-lula cardiaca i
'increment de concentracié de Ca*, de manera que s'inactiva el seu canal evitant
I'entrada excessiva de calci a la cél-lula. La repolaritzacié s'accelera per la

inactivacio dels corrents d'entrada de Na* i Ca?.

Durant aquesta fase s'activen tres corrents de sortida de potassi. El primer
representa la rectificacié interna, que determina el final de la repolaritzacié i el nivell
de potencial de membrana durant la diastole. La rectificacié implica un corrent de
sortida de potassi (K*) en potencials més positius o un corrent d'entrada en
potencials negatius per aconseguir el potencial d'equilibri de K*. Després de la
despolaritzacio els canals de K* es tanquen. El segon corrent de K* es genera quan

els canals activats disminueixen els nivells d’ATP'® de la cél-lula. El tercer corrent de

'8E| trifosfat d’adenosina (ATP) és un nucleotid, format per una base nitrogenada unida al carboni un d'un sucre,
dedicat a l'obtencio d'energia cel-lular.
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K* esta generada pels canals acoblats a proteines G i activats per acetilcolina o

adenosina.

Quan la fase de repolaritzacié de la cel-lula es completa, el potencial de membrana
es manté estable fins que la cél-lula es torna a despolaritzar. La fase existent entre
dos potencials d'accio, despolaritzacié-polaritzacié de la cél-lula, s'anomena fase 4 i

correspon a la diastole.
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Figura 10. Representacio de les fases d’un PA i els corrents ionics que intervenen, amb les
subunitats que formen cada canal.
Font: Potencial de accién cardiaco (s.d.), ltaca.es

4.3. Sindrome de Brugada

La sindrome de Brugada (BrS) és una canalopatia cardiaca hereditaria rara, és a dir,
un trastorn de I'excitabilitat de la membrana muscular associada al canal de sodi que
es transmet d'una generacio a l'altra que té molt poca preséncia en la poblacio.
Aquesta malaltia esta caracteritzada per intervals de conduccié prolongats i
I'elevacio del segment ST'® de I'electrocardiograma. La sindrome de Brugada pot
provocar un batec irregular, els ventricles bateguen més de pressa i de manera
irregular, fet que evita que la sang circuli correctament. Per aixo la BrS predisposa
un alt risc de mort cardiaca sobtada (MSC), taquicardia ventricular polimorfica

secundaria o fibril-lacié ventricular en un cor que estructuralment és normal.

' Periode isoeléctric en el qual els ventricles es troben entre un estat de despolaritzacio i
repolaritzacid, aquest segment connecta el complex QRS de I'ona T en un electrocardiograma.

36



Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

Aquesta malaltia es va detectar per primer cop el 1992 com un "bloqueig de la
branca dreta del segment ST amb una persistent sindrome d'elevacio i causa la mort
sobtada". Tot i que la malaltia té una prevalenca baixa (1-5 per 10.000 a Europa i els

Estats Units) es considera responsable d'un 4-21% dels casos de MSC.

Els simptomes de BrS sén molt diferents d'un pacient a l'altre, des d'uns que
pateixen MSC fins a persones asimptomatiques. Els indicis de la malaltia solen
aparéixer durant l'edat adulta. Normalment, s'associa amb sincopes, palpitacions,
marejos, arritmies ventriculars malignes i MSC, la qual se sol produir durant el son o
en repos. Tan sols alguns dels individus amb BrS pateixen un esdeveniment
arritmogeénic a l'any. El primer signe de la malaltia sol ser la MSC avortada, tot i que
hi ha bastants pacients que es diagnostiquen després de la sincope o que sén
asimptomatics fins que se'ls diagnostica durant un cribratge genétic familiar. El
20-50% dels pacients d'aquesta malaltia tenen antecedents familiars que han patit
MSC. Cal afegir que la BrS és de 8 a 10 vegades més frequient en homes, per

diferéncies d'ions d'expressio del canal i nivells hormonals.

Els criteris de diagnostic de BrS es basen en anomalies en I'electrocardiograma,
sense necessitat de cap evidéncia d'arritmies perjudicials. No obstant la majoria dels
individus amb BrS tenen un cor amb una estructura normal, s'han descrit certes
alteracions menors en l'estructura del ventricle. Les tres anomalies en I'ECG que

s'utilitzen per diagnosticar la BrS sén:

- Tipus 1: Elevacié del segment ST = 2 mil-limetres a la dreta derivacions
precordials (V1-V3) seguida d'una ona T? recta o concava

- Tipus 2: Elevacié menor (= 1 mm) del segment ST seguida per una ona
convexa

- Tipus 3: Petita elevacié del segment ST (< 1mm)

Tant el tipus 2 com el 3 sén tan sols suggeridors de la malaltia i es realitza un altre
test per trobar 'ECG del tipus 1. També es recomana als familiars propers del
pacient que se sotmetin a un cribratge clinic, per poder detectar la malaltia de
manera prematura, ja que al ser hereditaria normalment més d’un membre de la

familia pot patir-la.

2 ’ona T representa la repolaritzacio dels ventricles en una electrocardiografia.

37



Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

ECG tipa | ECG tipo Il ECG tipo 11l

| v |

|;\\V ,——-_v»l \f__v_ \f -—-—\/]U!"“\r»———-—~vv*‘~ Ik

| v
AT e 8 R e
| o |

/ i
l',’_'\/“-—w:ﬁ;; i _.*l: | ’JJ\{(/ L—-h___ "‘Jll{/ I'\_\_

Figura 11. Tipus d’ECG per detectar la sindrome de Brugada.
Font: Benito, B., Brugada, J., Brugada, R., & Brugada, P. (2009). Sindrome de Brugada. Revista
espafiola de cardiologia

Pel que fa a les terapies, de moment la implantacié d'un desfibril-lador per a
pacients d'alt risc és I'Unica que s'ha demostrat com a eficient, tanmateix, té un gran
cost i pot comportar complicacions. Per tant, encara es necessiten terapies
farmacologiques que redueixin I'arritmia i previnguin la MSC mitjangant el reequilibri

del corrent idnic.

La sindrome de Brugada sol ser causada per una pérdua de funcié dels canals de
sodi. La reducci6 del corrent de Na* provoca la disminucio de la despolaritzacio en la
fase 0 de I'AP, alentint la conduccio eléctrica auricular i ventricular. Actualment, hi ha
dues hipotesis proposades que expliquen l'elevacio del segment ST, caracteristica
tipica de la sindrome de Brugada. Ambdds descriuen un desequilibri a I'AP, en la
repolaritzacié o despolaritzacio, depenent de quina hipotes, que causaria I'elevacio

d'aquest segment.

La malaltia presenta una heréncia autosomica dominant. Aproximadament el 35%
dels casos de la BrS son causats per "missense mutationts", que consisteixen en
errors en el codi de I'ADN en els que una de les bases nitrogenades es canvia per
una altra. Una altra causa sén les "nonsense mutations", en les quals hi ha una
alteracio en una base de I'ADN que comporta una terminacioé prematura de la sintesi
de la proteina, per tant, no esta assegurat que funcioni correctament. També per
petites insercions o dilatacions de nucledtids. Entre un 20 i 25% dels pacients de la

sindrome de Brugada tenen una mutacié en el gen SCN5A.
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Actualment, hi ha més de 400 variants genétiques identificades en aquest gen,
senyal de I'heterogeneitat genética d'aquesta sindrome. Les mutacions poden estar
localitzades a qualsevol lloc del gen SCN5A, és a dir, no hi ha cap punt concret on
s'originin. La majoria de mutacions en el gen SCN5A detectades en pacients
comporten la pérdua de la funcié del canal de sodi, un pic reduit del corrent de Na* o
I'alteracié de les propietats del canal. La perdua de funcié del canal es pot produir

pels seguents mecanismes:

- Disminucié de l'expressio de la proteina Na,1.5 generada pel gen SCN5A.
Aixd pot ser consequéncia de la degradacié prematura de la proteina o la
impossibilitat d'aquesta d'interactuar amb subunitats 8 i proteines reguladores
essencials pel trafic a la membrana cel-lular.

- L'existéncia de canals no funcionals, que haurien d'arribar a la membrana i
conduir petites quantitats de ions de sodi i gens.

- Canals amb les propietats de gating alterades, cosa que comporta una
activacid o inactivacio no exitosa tot i que el canal arribi a la membrana. Aixo

causa que el corrent de sodi es redueixi.

Paral-lelament al SCN5SA hi ha més de 20 gens diferents que també poden
relacionar-se amb la BrS, encara que les mutacions d’aquests no apareixen tan
sovint. Alguns d'aquests son: altres canals ionics, subunitats B o moduladors de
Na,1.5. Aixi i tot, tan sols el gen SCN5A esta reportat com un gen de diagnostic

definitiu.
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PART EXPERIMENTAL

1.INTRODUCCIO

La part practica d’aquest treball consisteix en I'estudi preliminar del curs temporal de
I'expressio del canal de sodi cardiac durant la diferenciaci6 de les iPSC en
cardiomiocits. La hipotesi a estudiar és si I'expressio del canal de sodi esta afectada
per les variants geneétiques relacionades amb la sindrome de Brugada. Aquest
estudi es considera preliminar, ja que en tenir un temps reduit per realitzar tots els
experiments pertinents no s'han fet répliques, per tant, totes les conclusions i
resultats seran preliminars i s'hauria de tornar a repetir el procés, fent més repliques,
perqué aquest sigui concloent. L'estudi consisteix en dues proves: la determinacio
de I'expressio de proteines per Western Blot i la determinacio de I'expressio d'ARN
per la reaccio de la polimerasa en cadena quantitativa (QPCR). Tota I'experimentacié
s’ha realitzat en els laboratoris del grup de GenCardio de I'Institut d'Investigacié
Biomédica de Girona Dr. Josep Trueta (IDIBGI) amb el seguiment tutorial de la Dra.

Fabiana Scornik.

En aquesta practica es pot observar I'is que es fa de les cél-lules iPS en el mén de
la investigacié. Gracies al model cellular de les iPSC es pot estudiar el
funcionament de malalties cardiovasculars, que solien ser una area on hi havia poca
recerca a causa de la seva dificultat. A través d’elles es pot observar com actuen les
cél-lules dels pacients de la sindrome de Brugada, en aquest precis estudi, i quins
son els mecanismes que no funcionen correctament. Aixd és essencial per coneixer
com actua la malaltia i, en un futur, poder tractar-la. Coneixer els mecanismes
interns de les malalties cardiovasculars, solia ser una tasca molt dificil, ja que no es
pot experimentar amb cardiomiocits humans, per tant, les iPSC, en aquest cas
diferenciades en cardiomiocits, ofereixen l'alternativa ideal per poder avancar en

aquest ambit de la medicina.
Els objectius d'aquest estudi son els seguents:

- Analitzar el curs temporal de I'expressio del canal de sodi durant la

diferenciacioé de cardiomiocits a partir de cél-lules mare pluripotents induides.
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- Comparar el curs temporal de I'expressio del canal de sodi cardiac durant el
procés de diferenciacié de cardiomiocits a partir d'iPSC amb I'expressié de la
subunitat 31 del canal de sodi i amb el marcador de cardiomiocits troponina T.

- Comparar el curs temporal de I'expressié del canal de sodi entre els pacients
estudiats, alguns afectats de la sindrome de Brugada, d’altres portadors de

SNV (sense afectacio de la malaltia) i els pacients sans.

Per fer aixd es van realitzar dos experiments sobre les linies cel-lulars que
s'expliquen a [l'apartat seglent. La primera consistia en la quantificacid i
determinacié de proteines en els diferents dies de la diferenciacié de cadascuna de

les linies a través d'un Western Blot. En aquest experiment es van analitzar els
seguents marcadors, en aquest cas proteines: Na, 1.5 (canal de sodi), Troponina T,

Beta 1. El seguent experiment va consistir en la quantificacié i determinacié d'ARN
en els diferents moments temporals de la diferenciacié de cada de linia mitjangant la
tecnica de qPCR. En aquest cas es van analitzar els seglents gens: SCN5SA (canal
de sodi), TNNTZ2 (Troponina-T), SCN1B (Beta 1), PPIA (gen housekeeping, de

control). ElI material utilitzat per realitzar aquests experiments es troba en I'annex 1.

1.1. Mostres

Les mostres sobre les quals es va realitzar I'experimentacié pertanyien a tres
pacients diferents. Les mostres eren de cardiomiocits derivats d'iPSC, obtinguts a
partir d’'IPSC especifiques dels pacients, les quals havien sigut reprogramades a
partir de fibroblasts obtingut del cultiu de bidpsies de pell de cada pacient. Tot el
procés de la biopsia i reprogramacio, el van fer un laboratori extern associat al grup
de recerca de GenCardio. Pel que fa al procés de diferenciacio i recollida dels
cardiomiocits, la van fer altres investigadors en aquest laboratori. Tot i que, no es va
realitzar aquest procediment durant 'experimentacid, es va poder observar com es
duia a terme i se’m van explicar els passos. Per tant, es detallara el procés en

'apartat d’antecedents.

En un principi la recollida de les mostres en procés de diferenciacio i, per tant, els
punts temporals analitzats en I'experimentacid, eren els dies 4, 8, 12 i 16 de la
diferenciacié. Perd a causa d'alguns inconvenients algunes de les mostres estan

recollides el dia 14 en comptes del 16 o el dia 5 en lloc del 4.
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En relaci6 amb els pacients, s’ha treballat sobre una familia de quatre membres,
pero per simplificar el procés només es va experimentar amb tres linies. Dos dels
pacients estudiats, el pacient Rb20235 (o pacient 35) i el pacient Rb20236, tenien el
SNV, variacio de la sequéncia d'ADN produida en alterar-se un nucledtid en la
sequéncia del genoma. El pacient Rb20237, per altra banda, no presentava aquesta
variacio, per tant, funciona com a control. El pacient 37, en consequéncia, no patia
la sindrome de Brugada. Tanmateix, el pacient 36 n’era portador i tenia el SNV, perd
no patia la sindrome, possiblement perqué a més de ser portador del SNV patia un
polimorfisme?!, fet que potser va evitar que tingués la sindrome. Per altra banda, el
pacient 35, que tenia també el SNV, si que mostrava caracteristiques fenotipiques
de la sindrome de Brugada, encara que de moment no tenia consequencies

cliniques.

Préviament, en un estudi diferent, es va sequenciar la regié de codificaci6 SCN5A
dels individus per confirmar la preséncia del SNV investigat en els portadors i la
seva abséncia en el no portador. EI SNV investigat és el SCNSA_¢.4573G>A, aquest
gen comporta un canvi d'aminoacids d'una valina a una metionina, aix¢ canvia la
hidropatia d'hidrofoba forta a moderada, i manté neutre la polaritat. Pel que fa a les
proteines, el SNV es localitza en un bucle citoplasmatic de Na,1.5, regié la qual
conté la "porta" d'inactivacié del canal. Segons diferents informes es podria
considerar que aquest SNV seria possiblement un patogen i podria arribar a

modificar les propietats del canal de sodi.

21 El polimorfisme genétic és la variacio genética que no té efectes adversos en l'individu. Es produeix
de manera minoritaria i implica dues o més variants en una sequéncia d’ADN particular.
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2. ANTECEDENTS

Abans de comencar les analisis i I'experimentacié d’aquest treball, es van preparar
les cellules amb les quals es va treballar. Aquest procés consisteix en la
diferenciacié de les iPSC en cardiomiocits i I'extraccié d’aquestes en diferents punts
temporals de la seva diferenciacié. Tot i que aquest procés el van realitzar altres
investigadors del grup, més endavant s’explicara en qué consisteix meés
detalladament seguint les explicacions que se'm va oferir i els protocols de
GenCardio.

La diferenciacié d'iPSC fins a cardiomiocits es realitza en un periode trenta dies, a
partir de llavors les ceél-lules ja han assolit un nivell suficient de maduresa per
poder-les fer servir com a model cel-lular i avaluar els canals idnics. Dos dies abans
de comengar la diferenciacio, les iPSC se sembren en un medi de cultiu (mTeSR1)
amb un inhibidor, que ajuda a augmentar la supervivéncia de les colonies i evitar
I'apoptosi de les cél-lules. L'endema es torna a canviar el medi a mTeSR1 en
abséncia de l'inhibidor per permetre el creixement cel-lular abans de comencar la

diferenciacio.

El dia que comenca el procés de diferenciacid es considera el dia 0. A partir
d'aquest moment els medis que es fan servir contenen suplements especifics que es
renoven cada 24 hores per induir les iPSC a la diferenciacio. El dia 0 el medi es
canvia a un medi de CHIR99021, que s'encarrega d'augmentar I'eficieéncia de la
diferenciacio. El dia 1 es canvia a un medi amb heparina, suplement que promou la
produccio robusta i constant dels cardiomiocits. Del dia 2 al 5 els medis es canvien a
medi amb heparina i IWP2 cada 24 hores, ambdds suplements ajuden a inhibir la
ruta WNT, que dificulta la diferenciacio i promou I'apoptosi. El dia 6 es canvia el medi
a un amb heparina. El dia 7 es torna a canviar, aquest cop a un medi amb heparina i
insulina. El dia 8 es canvia el medi a un amb només insulina. Durant els dies 7i 10
les cél-lules haurien de comencar a bategar, si el dia 14 encara no han bategat, es

considera que les cél-lules no s'han diferenciat i s'han d'eliminar.

Els dies 10, 12 i 14 es canvia el medi a un que no contingui glucosa cada dos dies.
Aquest medi s'utilitza per fer una selecci6 entre les cél-lules que s'ha diferenciat en

cardiomiocits i les que no, ja que els cardiomiocits sén capagos de sobreviure en un
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medi sense glucosa, en canvi, altres tipus cel-lulars no. Aquest procés s'anomena

etapa d'inanicié.

A partir del dia 16 fins al 30 comenca el procés de maduraci6. Cap de les mostres
fetes servir en aquest experiment va passar per aquesta fase, ja que es van recollir
abans d'arribar-hi. En la figura 12 es poden veure les etapes del procés de
diferenciacio i els canvis de medi que es realitzen, en color rosa es mostren els dies

on s'extreuen les mostres per aquest experiment.

DIFERENCIACIO INANICIO MADURACIO
po | b1 D2-D4- D5 ps | o7 D10 D14 ; l D30
=
sl & HEPARIN + [WP2 z |33l g |
o = e 25 5
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T TE =

PERIODE INICI
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Figura 12. Procés de diferenciacié iPSC a cardiomiocits amb els canvis de cultiu corresponents.
Font: Elaboracié propia

Les mostres utilitzades en aquest estudi es van recollir els dies 4 , 8, 12 i 16,
tanmateix, a causa d’algunes complicacions en algunes linies es van haver de
recollir el dia 5, en comptes del 4, i el dia 14, en comptes del 16. Per recollir les

cél-lules es va seguir el seglent procediment:

1. Preparar i rotular els microtubs d'1,5 per I'analisi de proteines i 1,2 per l'analisi

genetica.

2. Netejar les mostres vigilant de no aixecar-les per poder fer una foto i veure si

bateguen.
3. Treure el medi anterior.

4. Agregar 500uL de PBS fred a cada pou, en aquest moment el batec és molt
lent, ja que les cél-lules es comencen a congelar. EIl PBS no conté ions
divalents, els quals ajuden a les cél-lules a adherir-se a la placa, per aixo

facilita que les ceél-lules s’aixequin.
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5. Aixecar les cél-lules amb un scrapper.

6. Amb una micropipeta de 1000ul recollir 3 pous preparats per fer I'analisi
d'ARN i 3 pel de proteines i posar-los en els microtubs preparats. Es repeteix

el procediment amb totes les mostres.

7. Posar els microtubs a la microcentrifugadora durant 5 minuts, aixo fa que les
mostres cel-lulars es quedin al fons del tub mentre que I'excés de liquid puja,

facilitant aixi la seva extraccio.
8. Extreure el liquid sobrant amb una micropipeta, sense tocar les cél-lules
9. Posar les mostres a congelar a -80 °C

Un cop les mostres es troben congelades a -80°C en tubs pellets estan preparades

perque es realitzin les analisis de proteines i genetic.
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3. ANALISIS DE PROTEINES

La primera part del procés experimental consisteix en l'analisi de proteines per
observar l'evolucio de I'expressio del canal de sodi a través de la seva proteina (Na,,

1.5), i comparar-la amb la proteina de la subunitat 1 del canal i la del marcador de

cardiomiocits troponina T.

3.1. Extraccio de proteines

L'extraccio de proteines de les cel-lules de cardiomiocits s’ha realitzat segons el

procés descrit

1. Preparar una solucio de lisis buffer (Annex 2). S’agafen 500 pL (5 mL) d’'una
solucio ja preparada al 2% SDS, 10% glicerol i 50mM Tris-HCI a pH 6.8. Se
suplementa amb un inhibidor de proteases (11836170001,cOmplete Mini
EDTA-Free, Roche) i foteases (04906837001, PhosSTOP, Roche), la
proporcié és una pastilla per 10 mL, per tant, s’agafa mitja pastilla. Posar la

solucio de lisis a I'agitador, perqué es barregi bé, evitant crear espuma.

2. Descongelar les mostres en una galleda amb gel, per evitar un

sobreescalfament.

3. Afegir el buffer, preparant anteriorment, a les mostres amb unes micropipetes.
Pels pellets petits, els que tenen menys quantitat de cél-lules i proteines,

afegim 200uL, als mitjans 250uL i als grans 300pL.

4. Passar les mostres pel sonicador, en posicid 1, perqué s'homogeneitzin.
Abans d'introduir cada mostra netejar amb aigua desionitzada i un paper
(Kimitech Delicate Task Wipers) la vareta per evitar la contaminacio de les
mostres. Per evitar degradar les mostres, se sonica lentament durant 5
segons, es deixa uns 3 segons de marge, i es torna a sonicar. Repetir el
procediment durant 20 segons maxim per evitar un sobreescalfament de la
mostra, i en consequéncia la seva degradacio. Si és necessari, després de
deixar la mostra en gel durant una estona, es torna a sonicar per acabar

d’homogeneitzar .
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5. Un cop la solucié és homogeénia, quan ja no queden trossos per dissoldre de
cél-lules que podrien modificar els resultats, retornar les mostres a la cambra

frigorifica a -80°C
3.2. Quantificacio de proteines

Un cop realitzada l'extraccié de proteines podem fer-ne la quantificacié. Aixd ens
permetra saber la concentracié de proteina que tenim de cada mostra, i podrem
saber si en tenim prou per fer el Western Blot i per fer els calculs necessaris per

realitzar aquesta técnica.

De les mostres dels pacients es van fer 3 rondes per cadascun d'ells amb els quatre
punts de diferenciacio. Tanmateix, no totes aquestes rondes es van arribar a
diferenciar, ja que en algunes les mostres no batien entre els dies 7i 10 i, per tant,
es van descartar. Les rondes en les quals es van diferenciar les mostres fins a
arribar a tots els punts temporals sén les que es van fer servir per I'analisi. Es poden

trobar en el seguent quadre:

Pacients
Rb20235 Rb20236 Rb20237
35 Ronda 3 dia4 | 35 Ronda 1dia4 | 35 Ronda 3 dia 5
35 Ronda 3 dia8 | 35 Ronda 1dia8 | 35 Ronda 3 dia 8
35 Ronda 3 dia 12| 35 Ronda 1 dia 12 | 35 Ronda 3 dia 12

35 Ronda 3 dia 14 | 35 Ronda 1 dia 16 |35 Ronda 3 dia 14

Taula 1. Mostres dels pacients que van completar la diferenciacio i es van utilitzar en 'experiment
Font: Elaboracié propia

Per realitzar la quantificacié de proteines s’han seguit els seglients passos:

1. Organitzar la placa de 96 pous on posarem les diferents mostres mitjangant
un petit esquema (Taula 2). Les files A i B es destinen a la recta patré6 mentre
que a les altres es destinen a les mostres. De cada mostra es fa un triplicat, i
a les mostres dels cardiomiocits es fara una analisi amb concentracio

estandard i una repeticié amb mitja dissolucié

1 2 3 4 5 6 7 (8] 9 10 1 12
A 0 BSA 1 BSA 2 BSA 3 BSA
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B 5 BSA 7 BSA 9 BSA 10 BSA
C 35D4 35D8 35 D12 35 D14
D 35D4 ' dis. 35D8 '~ dis. 35 D12 2 dis. 35 D14 "> dis.
E 36D4 36 D8 36 D12 36 D16
F 36D4 '~ dis. 36D8 4 dis. 36D12 V2 dis. 36 D16 "2 dis.
G 37 D5 37 D8 37 D12 37 D14
H 37 D5 "2 dis. 37 D8 ' dis. 37 D12 Y2 dis. 37 D14 "> dis.

Taula 2. Esquema placa quantificacié proteines
Font: Elaboraci6 propia

2. Carregar les 2 files (A i B) que serviran per fer la recta patré amb el volum

indicat de “Bovine Serum Albumin” (BSA)

i H,O seguint les quantitats

indicades (Taula 3), de manera que el volum total de cada pou és 25uL.

S’addicionara un BSA de 2ug/uL amb dilucié 1:5, la seva composicio és 44uL

de BSA+176uL H,O mQ?, de manera que obtenim 220 uL de BSA 0,4g/L

BSA (ug) BSA (uL) H,O mQ (uL)
0 0 25
1 25 22,5
2 5 20
3 7,5 17,5
5 12,5 12,5
7 17,5 75
9 22,5 2,5
10 25 0

Taula 3. Volums substancies pels pous de la recta patré
Font: Elaboraci6 propia

3. Carregar els triplicats de les mostres i H,O amb un volum total de 25uL per

pou, en una dilucié de 4/25, és a dir, 4uL mostra +21 pL de H,O. Per aixo es

prepara una solucié mare on posem 6uL de mostra i 144uL de H,O i afegim

25l d'aquesta dissolucié a cada pou. Fem volum sobrant, en aquest cas 1uL

meés de la mostra necessaria, per tenir-ne excés en cas d'equivocacio.

22 Aigua milli-Q: aigua amb una gran puresa ionica
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4. Afegir 200uL de reactiu bicinchoninic acid (BCA) 1:50 a tots els pous de la
placa. EI BCA ens serveix de referéncia, ja que a partir de la seva
absorbancia en diferents ones es creara una recta patré6 (amb el nivell
d’absorbancia en el volum marcat). Aquesta recta permetra saber la quantitat
de proteina que hi ha en les mostres analitzades, tenint en compte les
dilucions fetes i extrapolant la longitud d’ona corresponent al volum de BCA

5. Passar la placa pel shaker i deixar 30 minuts a I'estufa a 37°C. Aixo fa que els
components que s’han posat a la placa reaccionin de manera que es pugui
llegir el seu senyal luminic, que depén de la concentracid de proteines en la
mostra. La seguent imatge (Figura 12) mostra la placa un cop incubada, es
pot observar com a simple vista el canvi de color, fet que ens permet intuir si

la concentracio és més a aviat alta o baixa.

Figura 13. Placa de 96 wells preparada per la quantificacié de proteines.
Font: Elaboracié propia

6. Passar la placa pel programa Biotek gen5, en concret es posen les seguents
instruccions: Read now — new — read — Abs, endpoint—A=562 i 96 wells. El
que fa la placa és “enviar’ uns rajos de llum que travessen els pous de la
placa, i segons la llum que deixa traspassar el pou podem saber la

concentracio de la mostra.
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Figura 14. Aparell Biotek Genb utilitzat per calcular la concentraci6 de les mostres.

Font: Agilent BioTek synergy HTX Multi-mode reader. (s/d). New Route.

inserir el grafic de dispersié amb linia de tendéncia lineal, equacié i R2.

CONCENTRACIONS PROTEINA: RESULTATS DE LA PLACA 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A | 0,183 [0,161 [ 0,251 | 0,359 | 0,252 | 0,359 | 0,42 | 0,379 | 0,355 | 0,507 | 0,563 | 0,531
B 0,6 0,607 | 0,643 | 0,743 | 0,767 | 0,781 | 0,854 | 0,845 | 0,844 | 0,899 | 0,95 | 0,859
C | 0,597 (0,704 [ 0,591 | 1,055 | 0,966 | 0,868 | 1,044 | 1,096 | 0,945 [ 0,952 [ 0,953 | 0,93
D | 0,447 | 0,417 0,448 | 0,47 | 0,47 | 0,47 |0,852|0,731 | 1,082| 0,7 |0,815| 0,841
E 0,725 10,603 1,009 | 0,959 | 0,994 | 0,902 | 0,966 | 0,741 | 0,901 | 0,914
F | 0,081 [ 0,09 |[0,084 |0,084 | 0,085 0,087 0,083 | 0,085 | 0,092 | 0,086 | 0,112 | 0,083
G | 0,082 |0,084 |0,087|0,085 |0,089|0,084 | 0,08 | 0,083 | 0,087 | 0,083 | 0,085 | 0,085
H | 0,081 |0,082|0,086|0,084 | 0,08 | 0,085 |0,084 | 0,086 | 0,079 | 0,084 | 0,084 | 0,086

mitjanes dels
triplicats per fer la
linia de tendéncia

A1-3
A4-6
A7-9
A10-12
B1-3
B4-6
B7-9
B10-12

Taula 4. Concentracions de proteina amb mitjanes dels triplicats per fer la recta patré.

Font: Elaboraci6 propia

Recta patré Standard curve
0| 0,198 ||ug/pL Mg  Abs
0,5| 0,323 0 0 0,198
1] 0,385 0,02 0,5 0,323
2 | 0534 0,04 1 0,385
3| 0,617 0,08 2 0,534
5] 0,764 0,12 3 0,617
7 | 0,848 02 5 0,764

0,90266]] 0,28 7 0,848

Taula 5. Taula amb els valors i calculs necessaris per fer la recta patro.
Font: Elaboraci6 propia
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Linia de tendencia lineal de la concentracio standard

1

o 0,02 0.04 0,08 012 02 0,28

Concentracic (ug/uL)

Grafic 1. Recta de tendencia lineal per quantificar les concentracions de proteina de les mostres.
Font: Elaboraci6 propia.

8. Quantificar les concentracions de proteina a partir de I'equacio de la recta, i
corregir-la pel volum de la mostra carregat i per la dilucié prévia abans de
carregar la mostra. Com s'ha pogut veure en la taula 4 alguns dels pous
tenien una concentracid molt més elevada que la resta del triplicat, aixo
podria ser consequéencia d'un error de pipetatge o de procediment. Aquests
valors no es tenen en compte per realitzar la mitjana. Els resultats de la

quantificaci6 es poden veure en la Taula 6, en la columna de dilucié

corregida.

Sample Triplicates Dilution] Average Absorvance Mg/ul | Dilution corrected
35D4 R3 0,597 0,704 0,591 1:25 0,631 0,153 0,96

35D8 R3 1,055 0,966 0,868 1:25 1,011 0,323 2,02
35D12R3| 1,044 1,096 0,945 1:25 1,070 0,350 2,19
35D16 R3 | 0,952 0,953 0,93 1:25 0,953 0,297 1,86

36D4 R1 0,447 0,417 0,448 1:25 0,432 0,065 0,40
36D8R1 0,47 0,47 0,47 1:25 0,470 0,082 0,51
36D12R1 0,852 0,731 1,032 1:25 0,792 0,225 1,41
36D16R1 0,7 0,815 0,841 1:25 0,758 0,210 1,31

37D4 R3 0,725 0,603 1:25 0,725 0,196 1,22
37D8 R3 1,009 0,959 1:25 1,009 0,323 2,02

37D12R3| 0,994 0,902 0,966 1:25 0,948 0,295 1,85
37D16R3| 0,741 0,901 0,914 1:25 0,821 0,238 1,49
m = 2,2370
n= 0,2875

Taula 6. Concentracié de cada mostra obtinguda a través de la quantificacié de les proteines.
Font: Elaboracié propia
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3.3. Western Blot

Un cop realitzada la quantificacié de proteines s’ha fet una analisi de les proteines
utilitzant la técnica del Western Blot. Es van realitzar dues rondes, pero a la segona
en veure que l'anticos de la proteina de la subunitat 1 no funcionava correctament

no es va analitzar aquesta proteina.
3.3.1. Técnica

El Western Blot és una técnica de laboratori utilitzada en I'estudi de proteines que
serveix per detectar una proteina especifica a partir d'una mostra de sang o teixit, en
aquest cas a partir d'una mostra de fibroblast, el teixit de la pell. Aquest métode
implica correr el material de la mostra en un gel i fer servir I'electroforesi en gel per
separar les diferents proteines segons el seu pes molecular. Seguidament, es
transfereixen del gel a la superficie d'una membrana la qual s'exposa a un anticos (o
varis) especifics de la proteina estudiada, unié que detectem amb un marcador
radioactiu o quimic. D'aquesta manera es pot detectar la presncia d’una Unica
proteina en una mostra bioldgica i arribar a tenir una idea d'algunes de les seves
caracteristiques, a través d’'una quantificacié comparativa. Aquesta técnica és en
una eina molt util en I'estudi de la biologia cel-lular i molecular, la bioquimica o la

immunologia.

Com ja s’ha mencionat breument en el paragraf anterior la técnica de Western Blot

es divideix en diferents fases:

Preparacio de la mostra
Electroforesis
Transferéncia

Immunotincio

o & 0N~

Deteccié de les bandes

En primer lloc, cal destacar que per preparar de manera adequada el Western Blot
la mostra cal ser tractada correctament. Un cop extreta la proteina, mitjangant un
meétode quimic o mecanic segons el tipus de proteina, es realitza una lisis quimica,
normalment amb detergents, ja que la seva estructura permet trencar la membrana
cel-lular i solubilitzar les proteines. Tanmateix, durant la ruptura cel-lular s'alliberen
enzims de proteases que poden degradar la proteina estudiada, per tant, cal evitar
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durant la preparacié de la mostra qualsevol degradacio. Aixd es pot aconseguir fent
el procés en fred i amb l'addicié d'inhibidors de proteases. En segon lloc, voldria
recalcar que els gels utilitzats per fer I'electroforesi estan fets d'acrilamida
polimeritzada i reticulats per Bis en preséncia de persulfat d'amoni i TEMED. El gel
que es va emprar en aquesta practica era un gel comercial de gradient que
consisteix en diverses capes de diferents percentatges d'acrilamida. Aixd és molt util
quan s'estan analitzant diferents proteines en un mateix gel, ja que d'aquesta
manera tant les proteines petites com les grans es poden separar eficientment en el
mateix medi. Sota les condicions desnaturalitzant i de reducci6, les proteines amb
una carrega negativa en sotmetre's en un camp eléctric migren a l'eléctrode positiu.
Com que el SDS iguala la carrega de totes les proteines, la seva migracié depén del
pes molecular de cada proteina, en consequéncia les molécules menys pesades

migren meés de pressa que les que tenen un pes molecular meés gran.

Electrode (8

B
E Wall - =] Bufier
E Larger —— -
f? = b — == [
= fregmanta o ] .
B -y — - High MW progain
a - g —
b ]
B o -y -
=) | Frot=in band
2 | Smaller e N ] Sy &5 Eiectrade
= fragmeniz - = -
S
=
L) =] Lowas B
profein
Gal

Figura 15. Esquema del funcionament del gel sotmes a I’electroforesi en el qual es veuen les
bandes de les proteines amb diferents pesos moleculars.
Font: Introduccién a Western Blot. (s/d) AllScience.

En dltim lloc, els métodes s'utilitzen per a la deteccié de proteines poden ser
directes o indirectes. En els directes es fa servir només un anticos primari conjugat
amb un marcatge detectable posteriorment, com pot ser un enzim, biotina o
molécula fosforescent. Per contra, els métodes indirectes emparen dos anticossos,
un anticds primari i un secundari (contra l'espécie del primer anticds) que esta

conjugat amb un marcatge detectable. Aquest ultim cas, que és el que s’utilitza en
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I'experimentacio és el més usat, ja que el senyal produit €és més amplia i es detecta

millor.

Detection Signal
(colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated — Enzyme Substrate
Sacondary Antibody

Primary Antibody

Taaga Protein

w Containing Transferred Protein S —

Figura 16. Funcionament de la deteccié de proteines en un metode indirecte en el qual un anticos
primari detecta la proteina alhora que aquest és detectat per un anticos secundari conjugat amb un
enzim que emet un senyal detectable.

Font: Introduccién a Western Blot. (s/d) AllScience.

3.3.2. Procediment

1. Preparar una soluci6 amb la mostra de les proteines amb aigua mQ (que fa
que la mescla sigui més liquida i corri millor pel gel del Western) i Laemlli
Samle Buffer 4X suplementat amb un 10% de [(-mercaptoetanol. El
B-mercaptoetanol permet que la mescla sigui luminescent i es puguin llegir
els resultats del western, a més, deixa una coloracié blava. Com que el
B-mercaptoetanol és toxic aquesta dissoluci6 es fara en una campana
d’extraccio, tot el material que toqui el mercaptoetanol es llengara en un
contenidor de residus toxics. Un cop feta la solucio, barrejar les mostres per
agitacié mitjangcant un vortex mixer i centrifugar-les per evitar que quedi cap
solid no dissolt. A continuaci6, s'afegeix la taula (taula 7) amb les quantitats
de cada substancia que vam posar a cada mostra, segons la seva
concentracio, per aixi poder carregar el gel amb la mateixa concentracio a
totes les mostres. Primer vam calcular per una mostra i llavors vam

multiplicar les quantitats per 2,5 per fer-ne excés.
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x1 mostra
Mostra Mg/uL concentracio 15 ug H20 Loacﬁi{zg(;j)uffer Vqu(rSI)finaI
35D4 R3 0,96 15,63 3,13 6,25 25
35 D8 R3 2,02 7,43 11,32 6,25 25
35D12R3 2,19 6,85 11,90 6,25 25
35D14 R3 1,86 8,06 10,69 6,25 25
36 D4 R1 0,4 37,50 0,00 12,5 50
36 D8 R1 0,51 29,41 8,09 12,5 50
36 D12 R1 1,41 10,64 8,11 6,25 25
36 D16 R1 1,31 11,45 7,30 6,25 25
37 D5R3 1,22 12,30 6,45 6,25 25
37 D8 R3 2,02 7,43 11,32 6,25 25
37D12R3 1,85 8,11 10,64 6,25 25
37 D14 R3 1,49 10,07 8,68 6,25 25

Taula 7. Quantitats de H,O i Loading Buffer per una mostra segons la concentracié pel Western Blot.
Font: Elaboracié propia

x2,5 mostra
Mostra | pg/uL concentracio 15 ug H20 Loading(;pl?)uffer 4x Vqu(Tle)finaI VquTutlz)argar
35D4 R3 0,96 39,06 7,81 15,63 62,50 25
35 D8 R3 2,02 18,56 28,31 15,63 62,50 25
35D12R3 2,19 17,12 29,75 15,63 62,50 25
35D14 R3 1,86 20,16 26,71 15,63 62,50 25
36 D4 R1 0,4 93,75 0,00 31,25 125,00 50
36 D8 R1 0,51 73,53 20,22 31,25 125,00 50
36 D12 R1 1,41 26,60 20,28 15,63 62,50 25
36 D16 R1 1,31 28,63 18,25 15,63 62,50 25
37 D5R3 1,22 30,74 16,14 15,63 62,50 25
37 D8 R3 2,02 18,56 28,31 15,63 62,50 25
37D12R3 1,85 20,27 26,60 15,63 62,50 25
37 D14 R3 1,49 2517 21,71 15,63 62,50 25

Taula 8. Quantitats de H,O i Loading Buffer a afegir a 2,6 mostres segons la seva
concentracioé per preparar-les pel Western Blot.
Font: Elaboraci6 propia

Un cop preparades les mostres es congelen a -80°C O/N per seguir amb el
procediment el dia seguent.
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Treure les mostres del congelador i descongelar-les a temperatura ambient,
en una gradeta per eppendorfs (figura 14). Un cop descongelades passar les
mostres pel vortex i centrifugar-les perque la mescla quedi homogénia altre

cop.

Figura 17. Mostra preparada pel Western Blot descongelada en un eppendorf.
Font: Elaboraci6 propia

Incubar les mostres 5 minuts a 95° en un escalfador de bloc, per
desnaturalitzar les proteines. Un cop passats els 5 minuts tornar a passar-les
pel vortex i la centrifuga.

Preparar 'estructura pel gel del Western Blot (TGX Stain Free pre-cast Gels).
Primer s’ha de treure la pinta del gel prefet i procurar que quedin les
columnes ben col-locades. A continuacié es posen cadascun dels gels a un
costat diferent de la cubeta electroforesis (figura 15). Seguidament, introduir
I'Electrolyte Buffer x1 (composicié a I'annex 2) a la cubeta, que permet que la
carrega eléctrica arribi a tota a la cubeta, gracies a la seva composicio

conductora. Comprovar que esta ben tancada de manera que no vessa liquid.
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Figura 18. Cubeta electroforesis preparada per carregar els gels del Western Blot.
Font: Elaboracié propia

5. Carregar gels, és a dir, posar amb una micropipeta cada mostra a la columna
corresponent. S’introdueixen 12uL del marcador molecular i 25uL de cada
mostra, excepte la 36D4 i 36D8 que es posen 50 pL. S'ha d'anar molt amb
compte en carregar el gel, ja que és facil trencar-lo amb la punta de la
micropipeta si no la col-loguem bé. Paral-lelament, s’introdueixen les
solucions lentament per no fer bombolles dins la columna. A més, en aquest
cas en haver de carregar 50 yL en algunes mostres s’ha de procurar no

vessar la mostra, ja que el limit de capacitat del gel és d'aquest mateix volum.

A continuacié es pot observar una taula amb l'esquema de com es va
carregar cada gel (taula 8). La M es refereix al marcador de proteines que
consisteix en una mostra amb diferents pesos moleculars coneguts, indicats
amb diferents colors, que serveixen com a referéncia. La resta de columnes
es carreguen amb les mostres. Es van realitzar dos Westerns amb dos gels

cadascun que s’organitzen de la seglent manera:

- Gel 1: En el primer Western s’analitzen tres proteines del pacient 35,
dues de les quals tenien un pes molecular molt similar, la Troponina T
(TT) i la Subunitat 31 (B1). De manera que es va fer una analisis de

cadascuna d’elles, i dues analisis de la proteina del canal de sodi

(Na,1.5).
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- Gel 2: S’analitzen les mateixes proteines que al gel 1, i de la mateixa
manera, perd amb el pacient 36.

- Gel 3: En el segon Western Blot es van analitzar tan sols les proteines
TT i Na,1.5, ja que es va veure que I'anticos de B1 no funcionava del
tot i no es detectava bé la proteina. Per tant, es va poder fer una
repeticio completa de la mostra amb les dues proteines analitzades.
En aquest gel s’analitza la mostra del pacient 35.

- Gel 4: S’analitzen les mateixes proteines que al gel 3 perdo amb la

mostra del pacient 36.

ORGANITZACIO MOSTRES
Gel 1 (TT, NAV1.5i B1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M 354 358 3512 3514 M 354 358 35.12 35.14
Gel 2 (TT, NAV1.5i B1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M 36.4 36.8 36.12 36.16 M 36.4 36.8 36.12 36.16
Gel 3 (TT i NAV1.5)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M 354 358 3512 35.14 M 354 35.8 35.12 35.14
Gel 4 (TT i NAV1.5)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

M 375378 3712 3714 M 37.5 37.8 37.12 37.14

Taula 9. Esquema de com s’organitzaven els gels en els Western Blot realitzats.
Font: Elaboraci6 propia

6. Acabar d'emplenar la cubeta amb Electrolyte Buffer x1, perqué puguin cérrer
els gels. Connectar el cablejat i comprovar que els eléctrodes estan ben
col-locats. Finalment, correr el gel a 80V durant 15 minuts, permetent
I'entrada de proteines al gel i després pujar a 180V durant 45 minuts perque

se separin les proteines (Figura 17).
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Figura 19. Entrada de proteines al gel apilador per mitja d’electroforesis procés que provoca
la separacio de proteines segons el seu pes molecular. Font:
Elaboracié propia

7. Desmuntar el gel i activar-lo amb ChemiDoc MP (BioRad) per revelar el gel.
Seguidament, fer una fotografia al gel amb el ChemiDoc, programa automatic
45s d'ultraviolat, evitant saturacions, taques a la fotografia. A continuacio, es
pot observar una imatge del gel a simple vista i les extretes amb el
ChemiDoc (Figura 18).

LI

e.

Figura 20. Imatges del gel revelat, en la foto a. es pot observar el gel a simple vista, amb les linies de
tincié del marcador, les fotografies b,c,d i e estan fetes amb el ChemiDoc en el mode Stain Free Gel i
corresponen a les mostres 36, 35, 37 i 35.2, respectivament.

Font: Elaboracié propia
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8. Muntar el “sandvitx”. Preparacié de diferents capes perqué les proteines i el
marcador es transfereixin del gel a la membrana. Primer cal activar la
membrana amb PVDF, ja que és hidrofoba. Aquesta se submergeix durant 20
segons en metanil 100%. Després es posa en Transfer Buffer 1X (composicio
a I'annex 2) durant uns quinze o vint minuts en agitacid, cal que la membrana
quedi ben coberta de la solucié per evitar que s'assequi. Un cop activada la
membrana es munten la resta de les capes. Per fer aixd es mullen 6 papers
de filtre i 2 esponges amb Transfer 1x i es col-loquen en 'ordre indicat per la
Figura 19. Al col-locar-ho cal passar un rodet delicadament abans de posar

l'ultima esponja per eliminar les bombolles que hagin pogut aparéixer.

Lid

Fiber Pad

/ Filter Pap.
’r.___.- 1 aper
Membsane Transfer Stack
Gel
Fiber Pad ————eee————ee—————————————=a ;"
2] ]Fiher Paper
Gel Holder Cassette E Membrane
£ Gel
=
o
Cathode Plate ]Filler Paper
=L

Buffer Tank

Figura 21. Organitzacié del sandvitx per transferir les proteines del gel a la membrana.
Font: Protein transfer from gel to membrane in western blot assay - creative Biolabs. (s/d).
Antibody-creativebiolabs.com.

9. Posar tubs de 50 mL amb aigua congelada a la cubeta i afegir 4 mL de SDS
10%, 1mL a cada cantonada perqué es reparteixi, aixd0 afavorira la
transferencia. Llavors deixem que les proteines es transfereixen durant 2
hores a 90 V i 4°C.

10.Desmuntar el sandvitx i fer fotografies de la membrana i el gel amb el
ChemiDoc al programa Stain Free Blot. Es important tenir cura en aquest
procés per tal d’obtenir les imatges (Figura 20) més clares possibles, ja que
posteriorment, s'utilitzaran per a la quantificacio i normalitzacié de la proteina

total. S’ha de comprovar que no hi hagi quedat cap resat de proteina al gel.
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Figura 22. Fotografia membrana per la normalitzacié de la proteina total (Stain Free Blot).
a. 36, b. 35 ¢ 37,d. 35.2.
Font: Elaboracié propia

11. Bloquejar la membrana amb llet al 5% en PBST 1x (composicié a 'annex 2),
s’ha d’utilitzar una soluci6 de 2 g de llet i 40 mL de PBST 1x, i s’agita durant
una hora mitjangant el shaker a velocitat baixa, a temperatura ambient. Per
cada membrana posarem 20 mL de la solucid, tot aixd dins unes capses
tancades perqué no incideixi la llum. La llet conté proteines i aquestes
s’enganxaran a tots els llocs de la membrana on no hi hagi proteines, de
manera que tota la membrana quedi coberta de proteina, d’aquesta forma
s’evita que els anticossos, que son proteines, s’enganxin a llocs lliures on no

hi havia proteina.

12.Tallar la membrana per dividir els llocs on es troba la proteina d'interés. Se
sap on es troba gracies al marcador molecular i el pes molecular de cada
proteina. La subunitat B t¢ un pes molecular de 25kDa?, mentre que el de la
troponina T és de 34,6 kDa i el del canal de sodi de 260. Tallar la membrana
per sota la linia vermella (75 kDa) i a la part de baix separar les columnes de

la1alab5idela6finsala10. En el segon Western Blot com que no es va

analitzar la B1, tota la part per sobre de 75 kDa era de la Na, 1.5 i la de sota

2 Unitat de massa molecular equivalent a 1.000 daltons.
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per la TT. En la taula 9 i la figura 21 es mostra com es van tallar les
membranes.

Ubicacié proteines a la membrana

1-5 £-10

MNAY 1.5

membrana
marcador

Taula 10. Es pot observar la ubicacié de les diferents proteines en la membrana
Font: Elaboracié propia

Figura 23. Membrana tallada segons l'area on es troba la proteina d’interes
Font: Elaboracié propia

13.Incubar cada membrana amb I'anticds primari (antitriponina-T, antiNa,1.5,

etc.) d'aquella proteina, que esta diluit amb 1% BSA, 0,02 % NaN3 en PBS
(composicid a l'annex 2). Se separaran les mostres segons la proteina
d’interés i es posen "back to back", és a dir la part on hi ha les proteines
estara en sentits oposats perqué aixi I'anticds arribi a tot arreu. Deixar incubar
les mostres durant tota la nit (O/N) a 4°C.
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Figura 24. Anticos primari utilitzat per la detecci6 de proteines.
Font: Elaboraci6 propia

14.L'endema, es recupera l'anticos primari, ja que es pot reutilitzar. Es realitzen
dues rentades a la membrana amb PBST i dues més amb PBS 1x
(composicié a I'annex 2). Cada rentat sera d'una duracié de 5 minuts amb

agitacio.

15.Incubar les membranes amb l'anticdos secundari que esta conjugat amb
‘horse radish peroxidase” (HRP) diluit 1:10000 en llet al 30% en PBST 1x.
L'HRP presenta fosforescéncia i permet visualitzar I'anticos en analitzar-lo.
L'anticos secundari s’enganxa a I'anticds primari, que a I'hora esta enganxat a
una proteina concreta, de manera que el senyal s'amplifica i augmenta la
sensibilitat per detectar la proteina d'interés. Els anticossos secundaris son
contra I'espécie del primer anticos, en aquest cas "antirabbit", ja que I'anticos
primari era de conill. Incubar les membranes durant una hora en agitacioé en
capses tancades, per evitar que la llum faci mal bé I'HRP. Les quantitats

exactes que s'utilitzen son 1,5 g de llet amb 48,5 ml de PBST i 5uL d'anticos.

16.Rentar les membranes, cadascuna a la seva caixa, durant 5 minuts dos cops
amb PBST i PBS x1.

17.Preparar el “chemiluminescens substrate Clarity”, mentre es manté la
membrana en PBS 1x. S'ha de barrejar el peroxid i el luminol en una relacio
d’1:1. El volum total de la soluci6é s’ha de preparar en diverses tongades, de
manera que els components estiguin el minim de temps possible en contacte
abans de posar-hi la membrana, ja que des que entren en contacte
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comencen a reaccionar. Llavors se submergeix cada tros de la membrana en

el Clarity durant 5 minuts i es fan les fotos d'aquella membrana amb el

ChemiDoc, en el mode Chemiluminiscense que marca la proteina d'interés i

després Colorimetric que permet superposar el revelat per saber el pes

aproximat de la banda per normalitzar (Figura 24). Un cop fetes les

fotografies les membranes es deixen assecar i es guarden en un plastic

transparent etiquetat.

rb202 35 membrana 1

rb202 35 membrana 2

rb202 36

rb202 37

— - —

— ke

]
-

Figura 25. Imatges Chemiluminescence que destaquen les proteines NAV 1.5 TT en les mostres

dels pacients.
Font: Elaboraci6 propia

3.4. Resultats

3.4.1. Obtencio dels resultats

Els resultats obtinguts en les grafiques i taules que es poden veure en el seguent

apartat s’obtenen a partir de les fotografies en mode Chemiluminescence que es

normalitzen per la proteina total obtinguda en les imatges de mode Stain Free Blot.

Amb el programa de BioRad, es pot observar la quantitat de proteina que hi ha en

una seccid concreta a través dels pixels que ha detectat anteriorment el ChemiDoc.

De manera que seleccionem les bandes concretes on es troba la proteina i es crea
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una taula a partir d’'aquestes dades, també es quantifiquen el nombre de proteines
total que hi ha a cada carril que serviran per fer la primera normalitzaci6. Les
normalitzacions son utils per tenir un nombre relatiu de la quantitat que hi ha de
cada proteina i ens permet comparar un carril amb un altre, ja que si es quantifica el

nombre real, aquest podria variar segons la quantitat de proteina carregada.

Figura 26. Obtenci6 de les dades de Western Blot a través del programa BioRad.
Font: Elaboraci6 propia

3.4.2. Analisi dels resultats

En aquest treball s’expressen els resultats mitjancant I'is de taules i grafics. Per
meés informacié sobre les dades recollides es pot visitar I'annex 4. Primer

s’analitzaran els resultats de la proteina Na, 1.5 i després els de la TT.

Quan s’analitzen els resultats del segon Western Blot del pacient 35, portador de
SNV i amb afectacio fenotipica de la sindrome, s’observa que els nivells de Na, 1.5
normalitzats augmenten del dia 4 al 14. En canvi, quan es normalitzen per la
troponina T aquests valors disminueixen (grafics 2 i 3) aixd és degut al fet que en
aquest moment la troponina augmenta més rapidament que el canal de sodi. Si es
té en compte que la TT serveix com a indicador de cardiomiodcits, es pot tenir una
idea aproximada de quantes cél-lules sén de cardiomidcits. S’ha de suposar a
'haver-hi més quantitat de TT, més cardiomiocits hi haura i, per tant, major
expressié de Na, 1.5, si aquesta ratio no es compleix o no es manté estable, vol dir
que l'expressio del canal no esta augmentant. En la segona repeticio técnica els dos
valors tenen la mateixa tendéncia, perd son bastant irregulars, ja que pugen el dia 8,
disminueixen al 12 i tornen a augmentar al 14. Per altra banda, en les dades del

primer Western Blot amb la mostra 35 els valors de I'expressié de canal de sodi
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baixen tant quan esta normalitzat com quan esta normalitzat per TT, tot i que en

l'ultim cas entre el dia 12 i 14 no hi ha gaire diferéncia, fins i tot arriba a pujar una

mica (grafics 4 i 5).

NAV1.5 RB20235 segon Western

. normalitzat
mostres | normalitzat
per TT

35r3d4 0 0,00
35r3d8 0,09 0,44
35r3d12 0,11 0,43
35r3d14 0,11 0,36
35r3d4 0 0,00
35r3d8 0,07 0,34
35r3d12 0,05 0,29
35r3d14 0,07 0,35

NAV1.5 normalitzat RB20235 segon Western
0,125
0,1
0,075
0,05
0,025

nivells d'expressio

punts temporals

Grafic 2. Evolucié NAV1.5. Normalitzada en el pacient Rb20235 segon Western
Blot.
Font: Elaboraci6 propia.

NAV1.5 normalitzat per TT RB20235 segon Wester

0,5
04
0,3
0,2

01

nivells d'expressio

™ o »
of d ,,Js\"* g ‘:3? d:’J@ R
Yo oy .g;‘ ,‘;{- I s f;)v ,.;;" 7

punts temporals

Grafic 3. Evolucié NAV1.5. Normalitzada per TT en el pacient Rb20235 segon
Western Blot.
Font: Elaboraci6 propia.

Taula. 11 Valors de NAV1.5. Normalitzada en el segon Western Blot del pacient Rb20235

Font: Elaboraci6 propia
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NAV1.5 normalizat RB20235 primer Western

1

NAV1.5 RB202 35 primer Western

‘0 0,75
mostra |normalitzat| normalitzat per TT g
g 0,5
x
a
=l
e 0,25
35r3d4 | 0,0000 =
2 .
F & T F
35r3d8 | 0,6178 R M P R A R G

punts temporals

35r3d12] 0,2986
Grafic.4 Evolucio NAV1.5. Normalitzada en el pacient Rb20235 primer Western Blot.
Font: Elaboraci6 propia.
35r3d14] 0,2099

NAV1.5 normalitzat per TT RB20235 primer Western

35r3d4 | 10,0000 0,00

g 040

§ 020
35r3d8 | 0,8488 0,60 -

35r3d4 35r3d8 35r3d12 35r3d14
punts temparals
35r3d12] 0,4712 0,33
Grafic.5 Evolucié NAV1.5. Normalitzada per TT en el pacient Rb20235 primer
Western Blot.
Font: Elaboracié propia.

35r3d14] 0,3779 0,34

Taula.12 Valors de NAV1.5. Normalitzada en el primer Western Blot del pacient Rb20235.
Font: Elaboraci6 propia.

Pel que fa al pacient 36, portador de SNV perd sense afectacid, I'expressio de

Na, 1.5 normalitzada per TT augmenta amb el pas dels dies (grafic 7), mentre que la

Na, 1.5 normalitzada disminueix, cosa que ens indica que els nivells de TT, la
quantitat de cardiomidcits, del pacient 36 també van baixar en aquests punts
temporals. Tanmateix, quan la Na,1.5 es normalitza per la proteina total, en la

primera repeticio técnica I'expressidé augmenta, mentre que en la segona disminueix

(grafic 6).
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NAV1.5 RB202 36

Mostra | normalizat |normalitzat per TT
36rld4 0,00000

36r1d8 0,12920

36rld12 0,21783

36rld16 | 0,22425

36r1d4 0,00000 0,00
36r1d8 0,36113 0,31
36r1d12 | 0,19056 0,46
36rldl6 | 0,14524 0,48
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NAV1.5 normalizat RB20236

04

0,2

01

nivells d'expressié

punts temporals

Grafic.6 Evolucio NAV1.5. Normalitzada en el pacient Rb20236.
Font: Elaboraci6 propia.

NAV1.5 normalizat TT RB20236

0,5

nivells d'expressid

36ridd 3Br1d2 3erldiz 36r1dis

punts temporals

Grafic.7 Evolucié NAV1.5. Normalitzada per TT en el pacient
Rb20236.
Font: Elaboraci6 propia.

Taula. 13. Valors de NAV1.5. Normalitzada en el pacient Rb20236
Font: Elaboraci6 propia.

En canvi, en la mostra 37, que no és portador ni afectat per la malaltia, s’observa un

augment de I'expressié de Na,1.5 (normalitzat per TT) el dia 8, una disminucio

drastica el dia 12 i torna a pujar el 14, aquesta tendéncia es repeteix en les dues

repeticions técniques (grafic 9). Tanmateix, quan es la Na,1.5 es normalitza pel

volum de proteina total, es produeix un augment exponencial de la seva expressio

(grafic 8). Les diferéncies entre una normalitzacié i l'altra, es deuen al fet que el

nivell de cardiomiocits, indicats per TT, augmenten equitativament en els diferents

punts temporals.
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NAV1.5 RB202 37

mostra | normalizat | normalizat per TT
37r3d5 0,00000 0,00
37r3d8 0,00918 0,84
37r3d12 | 0,00827 0,34
37r3d14 | 0,02222 0,64
37r3d5 0,00000 0,00
37r3d8 0,00433 0,48
37r3d12 | 0,00604 0,35
37r3d14 | 0,02300 0,71
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NAV 1.5 normalizat RB20237

nivells d'expressio
(=]
[ ]
=

2 ] & Vv ] e v B
S B B S E S
A &

punts temporals

Grafic.8 Evolucié NAV1.5. Normalitzada en el pacient Rb20237.
Font: Elaboraci6 propia.

NAV 1.5 normalizat per TT RB20237

075
0,5

0,25

nivells d'expressio

g o
2
A A ) 4 e '
X Ao ) ) AN 2

punts temporals
Grafic.9 Evolucié NAV1.5. Normalitzada per TT en el pacient

Rb20237.
Font: Elaboraci6 propia.

Taula. 14. Valors de NAV1.5. Normalitzada en el pacient Rb20237.
Font: Elaboraci6 propia.

Pel que fa a la proteina de troponina T, tot i no ser un factor relacionat amb

I'expressio del canal de sodi, ens serveix com a indicador de cardiomiocits. Es a dir,

la relacié entre cardiomiocits i la proteina TT és directament proporcional. Aquesta

relacié ens indica si el canvi en I'expressido de Na, 1.5 es deu a un canvi en la

quantitat de proteina o en el nombre de cardiomiocits. El dia 4 les cél-lules encara

no s'han comencat a diferenciar en cardiomiocits, sind que és a partir del dia 8 que

comencen a bategar i considerar-se cél-lules del cor. Es per aixd que al dia 4 el

valor de TT i Na, 1.5 acostuma a ser a prop de 0.
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En el pacient 35, portador de SNV i afectat per la sindrome, es veu que la mostra
del segon Western Blot a la primera repeticié hi ha una evolucid creixent de la
quantitat de TT, mentre que la segona repeticio i en el primer Western Blot hi ha una

caiguda d'expressio en el dia 12.

TT RB20235 segon Western )
TT normalitzat RB20235 segon Western
mostra normalitzat 03
35r3d4 0,00 -
35r3d8 0,20 3
35r3d12 0,26 T
35 r3d 14 0' 29 ° 35r3dd 26r3dR 35r2d12 35r2d14 35344 35r2d8 35r2d12 35r2d14
35r3d4 0,00 punts temporals
35r3d8 0,21
Grafic.10. Evolucié TT normalitzada en el segon Western Blot del pacient
35r3d12 0,16 Rb20235.
Font: Elaboraci6 propia.
35r3d14 0,19

Taula. 15. Valors de TT normalitzada en el segon Western Blot del pacient Rb20235.
Font: Elaboraci6 propia.

TT RB20235 primer Western TT normalitzat RB20235 primer Western
1,3
mostra normalitzat 2 1
H
35r3d4 0,0000 2 os
:
35r3d8 1,4049 O osma  aads  asradi2  aseadia
punts temporals
35r3d12 1,4154
Grafic.11. Evolucié TT normalitzada en el primer Western Blot del pacient
Rb20235.
Font: Elaboraci6 propia.
35r3d14 1,1061

Taula. 16. Valors de TT normalitzada en el primer Western Blot del pacient Rb20235.
Font: Elaboracio propia.

Pel que fa al pacient 36, portador de SNV, sense afeccid, té una petita expressié
anormal de TT el dia 4, un augment marcat el dia 8 i una disminucié drastica els dos

dies restants.
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TT RB202 36 TT normalizat RB20236
1,25
Mostra | normalizat 7 °
g 0,75
x
36rid4 | 0,42582 5 o
36rid8 | 1,17688 -
Sorid4 26rid®  36r1d1E 26r1dis
36r1d12 | 0,41490 punts temporals

Grafic.12 Evolucié TT normalitzada en el pacient Rb20236.
Font: Elaboracié propia.

36rld16 | 0,30110

Taula. 17. Valors de TT normalitzada en el pacient Rb20236.
Font: Elaboraci6 propia.

Finalment, el pacient 37, que no és portador ni esta afectat per la sindrome, té una
expressié creixent de la proteina en ambdues repeticions técniques. Respecte als

altres pacients el 37 té un creixement molt més estable i marcat.

TT RBZOZ 37 TT normalizat

mostra | normalizat
37r3d5 0,00

37r3d8 0,01

37r3d12 0,02

al

0,04
003
00z
37r3d14 | 0,03
37r3d5 0,00 0 l_
"3& "‘I‘F’E af > *\\"6\“ "‘“'sj ’\‘n’t? '\"\ﬁo '\\'5‘6?
37r3d8 0,01 & & T

37r3d12 0.02 Grafic.13 Evolucié TT normalitzada en el pacient Rb20237.

Font: Elaboracié propia.
37r3d14 0,03

Taula. 18. Valors de TT normalitzada en el pacient Rb20237.
Font: Elaboraci6 propia.
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4. ANALISI GENETICA

En aquesta seccié s’elabora una analisi de I'expressié d’ARN per observar I'evolucio
de I'expressio del canal de sodi a través del seu gen (SCN5SA), per comparar-la amb
el de la subunitat B1 del canal (SCN1B) i la del marcador de cardiomiocits troponina
T (TNNT2).

4.1. Extraccié i quantificacié ARN

Per I'extraccido d’ARN es va seguir un nou protocol, per evitar utilitzar Qiazol, el qual
és un material d’alta toxicitat, i reduir el temps que suposava l'antic protocol. Es
rellevant el fet que tot el procés es fa en una campana d’extraccio, ja que es fa us
del B-mercaptoetanol el qual és un reactiu toxic. A més, també s’ha de vigilar la
contaminacié creuada d’ARN i I'existéncia d’ARNasas, que degraden 'ARN, per
aixo s’ha de vigilar que la campana estigui el més estéril possible i cada cop que
s’introdueix alguna cosa a la campana s’ha d’aplicar RNAzap, el qual elimina les
ARNasas del material. D’aquesta manera s’evita la contaminacio i degradacié de les

mostres.
El procés d’extraccio segueix I'estructura seguent:

1. Descongelar les mostres de les iPSC diferenciades en cardiomiocits en fred.
Les mostres son diferents de les utilitzades en I'analisi de proteines perd dels
mateixos dies, pacients i rondes.

2. Resuspendre cada pellet amb 600uL buffer RLT i 6uL de B-mercaptoetanol
pipetejant rapidament i nombrosos cops.

3. Posar la mostra lisada en una columna de purificacié QIAshredder spin
(Figura 23), amb el corresponent tub recol-lector, que pretén separar 'ARN

de la resta de la mostra, i centrifugar a maxima poténcia durant 2 minuts.
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Figura 27. Columna QIA shredder spin de purificacié dins un tub recolector.
Font: Purificacién de &cidos nucleicos mediante columnas de centrifugado. (maig 2022).
Wikipedia.

4. Afegir un volum d'etanol 70% a les mostres i barrejar amb I'ajuda d’'una
pipeta.

5. Transferir 700uL de la mostra lisada, sense els precipitats, a una columna
RNeasy i centrifugar durant 15 segons a >8000 g*.

6. Descartar el fluid del tub recol-lector i repetir pas 5, per aprofitar el liquid
restant, i tornar a descartar el liquid.

7. Rentar la columna amb 700uL de RW1 i centrifugar 15 segons a >8000 g,
posteriorment descartar el fluid que queda al tub.

8. Incubar la columna amb 10 yL DNAse i 70uL de buffer RDD durant 15 minuts
a temperatura ambient.

9. Repetirel pas 7.

10.Fer dos rentats amb Buffer RPE. Al primer agregar 500uL de buffer,
centrifugar 15 segons a 8000g i descartar el fluid. Al segon s’addiciona 500uL
de buffer i es centrifuga a 8000g durant 2 minuts.

11. Canviar el tub recol-lector de la columna per un de nou i centrifugar a maxima
velocitat per un minut.

12.Col-locar la columna en un microtub d’1,5 ml i afegir 30 yL deH,O RNase free
per eluir®.

13. Centrifugar durant un minut a 10000 g.

14.Congelar mostra d’ARN a -80°C O/N.

4La forca g (forga centrifuga relativa) és la quantitat d'acceleracié que s'aplicara a la mostra, depén
de les revolucions per minut (rpm) i del radi del rotor.
BSeparar una substancia del solid que I’ha absorbit mitjangant un dissolvent.
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4.2 Quantificacié d’ARN

Un cop finalitzada I'extraccio d’ARN i les mostres estan congelades a -80°C es

comenga la quantificaciéd d’ARN seguint el procediment seguent.

1. Activar el lector, Nano Drop 1000 Data Viewer (Figura 24), que quantificara
les mostres afegint-hi H,O RNAsa free.

2. Fer el blanc, és a dir afegir 1uL de H,O RNAsa free al punt negre de la
maquina. Aixo0 servira com a “mostra 0" perqué la maquina tingui una
referéncia d’'on comencar.

3. Posar 1 pyl de cada mostra per quantificar-les en el punt indicat, creant aixi
una petita columna d’aigua. Després de cada mostra netejar la maquina amb
H,O RNAse free i un paper especial (Kimitech Delicate Task Wipers). El lector
utilitza una técnica espectropica per determinar I'absorbancia de la mostra en
diferents longituds d’ona per calcular la concentracié de 'ARN, aix0 es mostra
en els grafics espectroscopics que genera l'aparell (Figura 25). Aixd ho fa a
través de la llei Lambert-Beer: Abs = &b-C. On Abs és I'absorbancia, ¢ el
coeficient d’extinci® molar, b la longitud de pas de la cubeta i C la
concentracio de la mostra. D’aquesta manera es poden obtenir les

concentracions d’ARN de les mostres (Taula 18).
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Figura 28.

Apatrell lector Nano Drop 1000 que utilitza una técnica espectroscopica per
calcular concentraci6 de les mostres.
Font: Elaboracié propia

Piots | Riepoit | Testtyne: | Muclaic Acid
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el 16202357304 P
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Figura 29. Exemple de grafic espectroscopic per la quantificacié d’ARN.
Font: Elaboracié propia.

Mostra ng/uL concentracio Abs A=260nm Abs A=280nm
35 D4 R3 790,78 19,769 9,554
35 D8 R3 329,8 8,246 4,014
35D12R3 1733 43,326 21,032
35D14 R3 1043,5 26,087 12,425
36 D4 R1 608,7 15,218 7,255
36 D8 R1 124,3 3,108 1,538
36 D12 R1 205,3 3,302 1,548
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36 D16 R1 664,9 5,132 2,464
37 D5 R3 528,2 16,622 7,901
37 D8 R3 2624,1 65,602 32,187
37 D12 R3 190,4 4,76 2,457
37 D14 R3 372,4 9,31 4,603

Taula 19. Relacié de les absorbancies en diferents longituds d’ona i concentracié de cada mostra.

Font: Elaboraci6 propia

Per mirar la integritat de ’ARN de les mostres cal passar-les pel bioanalayser.

1. Diluir les mostres amb H,O RNAse free a una concentracié aproximada a 300

ng/uL per poder-les passar pel Bioanalyser. Previament, calcular les

dilucions, en aquest cas de manera aproximada, i el volum necessari d’'H,O

(taula 19).
Concentracions
Mostra concentracié (ng/uL) dilucié Volum H20 (uL) | concentracié obtinguda (ng/uL)

35 D4 R3 790,78 1:2 22,6 376,9
35 D8 R3 329,8

35D12R3 1733 1:5 96,8 268,6
35D14 R3 1043,5 1:3 38,8 368,9
36 D4 R1 608,7 1:2 23,4 289
36 D8 R1 124,3

36 D12 R1 205,3

36 D16 R1 664,9 1:2 21,6 3324
37 D5 R3 528,2 1:1,78 20,18 1531
37 D8 R3 26241 1:8 169,4 205,6
37 D12 R3 190,4

37 D14 R3 372,4

Taula 20. Concentracions inicials de les mostres i la dilucié necessaria per obtenir una concentracio
aproximada de 300 ng/uL, juntament amb el volum de dissolvent i la concentracié resultant.

Font: Elaboraci6 propia

2. Afegir 1uL de mostra i 1 pL d’H,0O i escalfar-la per desnaturalitzar la proteina

durant 2 minuts a 70°C.

3. Preparar el gel-Dye Mix.

a.

Equilibrar 'RNA dye concentrate a temperatura ambient durant 30
minuts.
Barrejar la soluci6 amb el vortex mix durant 10 segons I'RNA

concentrate, centrifugar i afegir 1 yL a 65 L de gel filtrat.
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c. Barrejar la solucié amb el vortex mix i centrifugar a 13000G durant 10

minuts a temperatura ambient.

4. Carregar el Gel-Dye Mix a la matriu.
a. Posar el xip d/ARN a la “chip priming station”, amb [I'objectiu
d’escampar la matriu per tot el chip gracies a la pressio aplicada amb
el “plunger”.

b. Pipetejar 9 aliquota de gel dye mix filtrat a D3 , la casella G (Taula 20).

Bioanalyser: matriu

A B C D
1 1 2 3 G
2 4 5 6 G
3

7 8 9 G

4 10 1 12 ladder

Taula 21. Esquema de la matriu del bioanalyser i nomenclatura de cada casella.
Font: Elaboraci6 propia

c. Posar el plunger en posicio 1 mL i tancar la “chip priming station”.

Seguidament prémer, és a dir baixar, el “plunger” fins que s’aguanti

amb el clip i esperar 30 segons per deixar-lo anar (Figura 26).

Tiw

Figura 30. Chip priming station
Font: Elaboraci6 propia

d. Esperar 5 segons i tornar a posar el “plunger” a la posicio inicial, 1 mL.
e. Pipetejar 9 pL de dye-gel mix a D1 i D2, caselles G de la matriu

(indicades a la taula 20).

5. Carregar 5 yL d’'RNA marker a totes les caselles de la matriu excepte a D1, D2 i
D3, caselles G, Gi G (indicades a la Taula 20).
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6. Carregar 1 uL de cada mostra a la casella corresponent de la matriu (Figura 27).

Figura 31. Carrega de mostres a la matriu (RNA nano Chip) del Bioanalyser amb una micropipeta.
Font: Elaboraci6 propia

7. Pipetejar 1 uL de ladder, que es manté congelat fins a I'dltim moment, a D4.
8. Barrejar el chip un minut a 2400 rpm amb I'IKA vortex.
9. Posar el chip al Bioanalyser (Aglient 2100) per analitzar la integritat de la mostra.

Els resultats del Bioanalyser sobre la qualitat de les mostres son els seguents (Taula
21). Quan el RIN és major de 7 la mostra és correcte, perd quan €s menor o surt
N/A vol dir que no és de bona qualitat. Ja pot ser per sobresaturacié de la mostra o
per falta d'/ARN. En I'annex 5 es poden veure uns grafics més extensos que indiquen

la qualitat de les mostes.
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Sample Result label: RIN
35D4 R3 9,7
35 D8 R3 9,4
35D12R3 9,5
35D14 R3 8,8
36 D4 R1 9,5
36 D8 R1 8,4
36 D12 R1 N/A
36 D16 R1 8,2
37 D5R3 7,7
37 D8 R3 9,5
37D12R3 N/A
37 D14 R3 8,6

Taula 22. Resultats bioanalyser indicant la qualitat de la mostra a través del RIN.
Font: Elaboracié propia

4.3. Retrotranscripcio

Abans de realitzar la quantificacié és qPCR és necessari fer la retrotranscripcio?®

d’ARN a cDNA (ADN complementari). Per realitzar aquest procés seguint els

seglients passos:

1. Calcular la quantitat de mostra d’ARN (que farem x2) i H,O RNAse free que

necessitem pel gDNA wipeout buffer, substancia que evitara que quedin

restes d’ADN en la mostra (Taula 22)

%Procés cel-lular pel qual un enzim, anomenat retrotranscriptassa que es troba als retrovirus, fa una

copia d'ADN de I'ARN.
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gDNA wipeout buffer
Concentracio Volum H20

Mostra (ng/uL) Volum mostra (uL) x2 (uL)
35D4 R3 376,9 1,33 2,65 9,35
35D8 R3 329,8 1,52 3,03 8,97
35D12 R3 268,6 1,86 3,72 8,28
35D14 R3 368,9 1,36 2,71 9,29
36 D4 R1 289 1,73 3,46 8,54
36 D8 R1 1243 4,02 8,05 3,95
36 D12 R1 205,3 2,44 4,87 7,13
36 D16 R1 332,4 1,50 3,01 8,99
37 D5R3 205,6 2,43 4,86 7,14
37 D8 R3 153,1 3,27 6,53 5,47
37 D12 R3 190,4 2,63 5,25 6,75
37 D14 R3 372,4 1,34 2,69 9,31

Taula 23. Volums de mostra i H, O utilitzats per preparar les mostres per realitzar el gDNA
wipeout Buffer.
Font: Elaboracié propia

Preparar el gDNA Wipeout Buffer directament a una placa de 96 pous.
Seguint una proporcié de 2uL de Buffer i 12uL de mostra de concentracié
500 ng/pL i H:O. El volum total ha de ser de 14 pL.

Incubar 2 minuts a 42 °C la placa al termociclador, posar una tapa especial a
sobre la placa per evitar que la mostra s'evapori quan s’esta incubant. Un cop

acabat el temps refredar la placa en gel.

Preparar RT Master Mix per 12 mostres, més una altra per fer-ne excés, amb
la proporcié seglent. Quantriscript Revers Transcriptase: 1, Quantriscrit RT
Buffer: 4, RT Primer Mix: 1

. Afegir 6uL de Master Mix a cada pou i després passar pel vortex i la

centrifugadora, es col-loca un plastic per sobre per evitar que surti la mostra.
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Figura 32. Centrifugadora per plaques utilitzada en el procés de retrotranscripcio
Font: Elaboraci6 propia

6. Tornar a posar la placa al termociclador amb el programa quantitect rt (42°C

durant 15 minuts i després 3 minuts a 95°C).

7. Diluir cada mostra amb 20uL de H:O per obtenir el volum i concentracié

adequats per treballar

8. Recollir mostres en eppendorfs d’1,5 ml i guardar-les a -20°C O/N.

4.4. gPCR

4.4.1. Técnica

La PCR quantitativa a temps real (QPCR) és un métode estandard per detectar i
quantificar una sequéncia diana concreta o bé quantificar els nivells d'expressio
génetica en una mostra. En aquesta técnica s'utilitzen molécules reporteres
fosforescents que permeten la quantificacié del producte amplificat. Igual que en la
PCR convencional, on s'amplifica I'ADN, el cDNA, pero la diferéncia és que a cada
cicle termic es controlen els senyals fosforescents per una quantificacié absoluta o
relativa. Llavors, els instruments de gPCR mesuren l'acumulaciéo del senyal
fosforescent durant la fase exponencial de la reacci6 per aconseguir una

quantificacié més precisa i rapida.

D'aquesta manera, combinant I'amplificacio i la deteccié en un pas, s'evita detectar
els productes mitjangant I'electroforesi en gel i s'assoleix una técnica realment

quantitativa. Aixd fa que aquest métode s'utilitzi en moltes arees de la investigacio,
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com poden ser l'analisi de l'expressidé genica, el genotipat, I'analisi de microARN,

I'analisi de variacié genetica i I'analisi de proteines.

La gPCR esta basada en la deteccio del producte que es vol amplificar mitjangant
sondes fosforescents. La fosforescéncia s'obté mitjangant dyes®” que s'afegeixen a
la reaccio i dels quals es mesura la fosforescéncia en cada cicle de la qCR. Com
que la seva fosforescéncia augmenta en preséncia d'ADN, es pot detectar la sintesi
d'ADN amb l'augment del senyal. A més, també té l'avantatge de detectar
especificament la sequéncia diana i reduir la possibilitat de detectar materials

inespecifics.

El resultat de I'experiment amb gPCR és la corba d'amplificacié, que mostra
I'acumulacié de producte amplificat en forma de senyal respecte al nombre de cicles.
Seguidament, es realitza la quantificacié del material amb el cicle de quantificacio

(Cq), a través d'una quantificacio relativa o absoluta, segons que s'estigui analitzant.
4.4.2. Procediment

Un cop acabada la retrotranscripcio, es quantifica el cDNA retrotranscrit mitjangant

una qPCR amb la sonda Tagman?.

1. Preparar la primera preparacioé per 55 pous amb 275uL de Mix 2x, 27,5uL de
Tm assay 20x i 192,5uL d’H,O (Taula 23). Tot i que només s’han d’emplenar
48, es fa molt excés perqué com que en la gPCR es treballa amb volums molt

petits és facil perdre’n durant el pipetatge.

Preparacio per la qPCR
1w 35w 55w
Mix 2X 5 17,5 275
Tm assay 20X 0,5 1,75 27,5
H20 3,5 12,25 192,5
cDNA 1 3,5 55

27 El dye, colorant, s'utilitza per controlar I'amplificacié de qualsevol seqiiéncia d'ADN i dispensa I'Gs
d'una sonda, reduint aixi el cost de I'amplificacié i aportant un gran avantatge en la seva aplicacié.
2 Una sonda d’hidrolisis dissenyada per incrementar I'especificitat de la PCR quantitativa
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Taula 24. Volums de la preparacio per la gPCR amb Tagman i retrotranscripcié prévia per un
pou, per un triplicat amb excés i per 55 pous.
Font: Elaboraci6 propia.

2. Posar a solucié en 4 tubs d'1,5 ml, diferenciats segons la Tm assay que
s'utilitza, ja que cada gen utilitza una sonda diferent. Aquestes sondes
funcionen amb fosforescéncia per detectar el gen al qual s'adhereixen, per
aixd es mantenen en paper d'alumini (per on no passa la llum) evitant aixi que
es degradin amb llum exterior. Els gens que es detectaran seran el TNNT2
(Troponina T), SCN1B (subunitat-p1), SCN5A (canal de sodi) i PPIA (gen

housekeeping).

3. Preparar una placa de 96 pous amb la preparacio anterior i afegir-hi 3,5uL de
cDNA per pou, ja dins la mateixa placa. En aquesta placa es posen els
triplicats de cada mostra tots junts en un sol pou. Aquest placa i la seguent
s'emplenen amb una micropipeta automatica, que agilitza la feina de carregar

la placa, es pot veure com s’organitza la taula a 'annex 6.

4. Emplenar la placa de 384 pous (figura 33), 'organitzacio6 es troba a I'annex 6,
a partir de la placa anterior, aquest cop se separen els triplicats, és a dir
s’agafa el volum pels triplicats d’'una mostra de la placa de 384 d’'un sol pou

de la placa de 96. Afegir 10uL de la preparacié a cada pou.

Figura 33. Placa de 384 pous (esquerra) i placa de 96 pous (dreta) utilitzades per la gPCR
Font: Elaboracié propia

5. S'introdueix la placa de 384 pous al termociclador en un programa de 45
minuts. El programa consisteix en una etapa "Hold Stage" i una altra de "PCR

Stage" que és més curta, perd se'n fan més cicles.
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4.5. Resultats

4.5.1. Obtencio dels resultats

Un cop obtinguts els resultats de la gPCR, es van tractar les dades amb el
programa QuantStudi Real-Time PCR, que retornava els resultats en forma grafica

d’amplificacié (grafic 14).
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Grafic 14. Grafic d’amplificacio segons el gen analitzat, de totes les mostres (dreta) i de mostra 35 d4
(esquerra)
Font: Elaboraci6 propia

Es van eliminar les dades dels pous que sortien desviats, cosa que mostrava
directament al programa, i es van tractar les dades per formar les taules que es
poden trobar a 'annex 3 on s’analitzen els resultats. A través d’aquestes taules més
amplies, es van normalitzar els resultats i es van obtenir les taules i grafiques del

seguent apartat.
4.5.2. Analisis dels resultats

Els resultats obtinguts es van normalitzar utilitzant el gen housekeeping i el TNNT2,
el qual és un indicador de cardiomiocits. En la taula 25 es pot observar I'evolucio de

I'expressio de SCN5A i seguidament I'explicacio dels resultats.
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Analisis del gen SCN5A

. . . Normalitzat
Pacient | Dia |Normalitzat x10
per TNNT2 SCN5A Rb20235 normalizat per TNNT2
SCN5A RB20235 normalizat 18
D4 3,50 0,76 *
g 06
D8 3,85 0,73 . 4
Rb20235 o2
D12 3,94 0,78 !
0 ! o e D12 ra
D4 k3] D12 D14
D14 3,85 0,78 Grafic 14. Evolucié SCN5A normalitzat en el pacient Rb20235.
Font: Elaboracié propia.
D4 3,72 0,73 SCN5A RB20236 normalizat SCNSA Rb20236 normalizat per TNNT2
3 o8
i 0,6
D8 3,87 0,75 , '
04
2
Rb20236|pj) 3,97 0,76 1
V] 0
D4 D8 D12 D14 4 (5] 12 014
D16 4,21 0,80 Grafic 15. Evoluci6 SCN5A normalitzat en el pacient Rb20236
Font: Elaboraci6 propia.
D5 3,82 0,88 SCNSA RB20237 normalizat SCNSA Rb20237 normalizat per TNNT2
4 1
D8 3,92 0,78 ? 475
2 a5
Rb20237|D12 3,92 0,78 . ”
Q [4}
D4 DB D12 014 o ce ciz 014
D14 3,96 0,79

Grafic 16. Evolucio SCN5A normalitzat en el pacient Rb20237.
Font: Elaboraci6 propia.

Taula. 25. Evoluci6 SCN5A normalitzat en el pacient 35, 36 i 37.
Font: Elaboracié propia.

Els resultats obtinguts pel gen SCN5SA en el pacient 35, portador de SNV i afectat

per la sindrome, varien si es normalitzen o no per TNNT2, que funciona com a

indicador de cardiomiocits igual que la seva proteina (Troponina T). En el primer cas

I'expressio del gen augmenta fins a patir una lleugera baixada el dia 14 i pel que fa a
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la normalitzacié amb TNNT2 és més irregular, ja que tot i disminuir del dia 4 al 8 el
12 torna a augmentar i es manté. Pel que fa al pacient 36, portador de SNV, pero no
afectat per la sindrome, les dues normalitzacions mostren un augment de I'expressio
del gen del canal de sodi. Finalment, el pacient 37, ni portador ni afectat, mostra
resultats contraris entres les dues normalitzacions, ja que mentre que la
normalitzacié sola augmenta, amb estabilitat entre dia 8 i 12, la normalitzacio per
TNNT2 mostra una disminucio de I'expressio de SCN5SA, amb estabilitat entre dia 8 i
12. En general les variacions entre dia i dia de I'expressié del gen s6n molt petites

en comparacié amb gens que es veuen en les taules posteriors.

Analisis del gen TNNT2

Pacient Dia Normalitzat x10 TNNTZ Rb20235 normalizat
D4 4,60
D8 5,28
Rb20235
D12 5,02
o4 o D& o1z D14
D14 493 Grafic 17. Evolucié TNNT2 normalitzat en el pacient Rb20235.
D4 511 TNNT2 Rb20236 normalizat
D8 514 .
Rb20236
D12 5,21 '
D4 D& D12 Di4
D16 >,26 Grafic 18. Evolucié TNNT2 normalitzat en el pacient Rb20236.
TNNT2 Rb20237 normalizat
D5 4,37
D8 5,00 ’
Rb20237
D12 5,00
04 b8 012 o4
D14 5,03 Grafic 19. Evolucié TNNT2 normalitzat en el pacient Rb20237.

Taula. 26. Evolucié TNNT2 normalitzat en pacients 35, 36 i 37.
Font: Elaboraci6 propia.
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Segons els resultats de I'expressio del gen TNNT2 els tres pacients mostren una

tendéncia creixent, el pacient 36, portador i no afectat, n'és un clar exemple. Pel que

fa al pacient 35, portador i afectat, tot i augmentar en expressiéo de TNNT2 en els

tres primers punts temporals, el catorzé dia presenta una lleugera disminucié. En

ultim lloc, el pacient 37, ni portador ni afectat, mostra una tendéncia a augmentar

I'expressio del gen, perd en I'ultim punt temporal es manté estable.

Analisis del gen SCN1B

x10 TNNT2 4 08
D4 3,42 0,74 3 06
2 04
D8 3,49 0,66
Rb20235 ' 2
D12 3,69 0,73
¢ D4 Da o1z D14 i D4 a3 D12 D14
D14 3,64 0,74 Grafic 20. Evoluci6 SCN1B normalitzat en el pacient Rb20235.
D4 359 0.70 SCN1B Rb20236 normalizat SCN1B Rb20236 normalizat per TT
’ ’ 4 08
5 06
D8 3,57 0,69
2 04
Rb20236
D12 3,67 0,70 1 02
o Q
Da [u}] D1z D14 o4 (] D12 D14
D16 3,66 0,70 Grafic 21. Evoluci6 SCN1B normalitzat en el pacient Rb20236.
SCN1B Rb20237 normalizat SCN1B Rb20237 normalizat per TT
D5 3,75 0,86 : )
D8 3,58 0,72 : |
2 0,5
Rb20237
D12 3,73 0,75 i 025
[i] 4]
D4 o] D12 D14 04 ak] D12 D14
D14 3,66 0,73
! ’ Grafic 22. Evoluci6 SCN1B normalitzat en el pacient Rb20237.

Taula. 27. Evoluci6 SCN1B normalitzat en pacient 35, 36 j 37.

Font: Elaboracié propia.

L'altim gen analitzat és el SCN1B, una subunitat beta del canal de sodi, per la qual

s’espera una tendéncia d'expressid semblant al SCNSA. Aquest fet es compleix en
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el pacient 35 (portador i afectat), en el qual la normalitzaci6 mostra un augment
d'expressi6 amb el temps, fins al dia 14 on I'expressio baixa, mentre que la
normalitzacié per TNNT2 comenga disminuint, perd augmenta fins a estabilitzar-se
en els dos ultims punts temporals. Tant en el pacient 36 com el 37 la tendéncia
d'expressio de SCN1B varia respecte a la de SNC5A. Pel pacient 36, portador no
afectat, les variacions entre punts temporals s6n tan minimes que es podria
considerar que l'expressio és estable. Finalment, I'expressié del gen del pacient 37
mostra una tendéncia a disminuir al dia 8, augmentar en el 12 per després tornar a

disminuir en I'altim punt temporal.
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5. CONCLUSIONS PART PRACTICA

Després d’haver dut a terme la recerca d’aquesta part practica s’ha determinat que
els resultats no son concloents, tot i aixo, aquest estudi preliminar ha permés provar
la viabilitat de I'experimentacié. En consequéncia també s’ha observat que aquest és
un tema prou interessant per fer-ne una investigacié6 amb els recursos, temps i
coneixements necessaris. Durant la realitzacié de I'experimentacié es van observar
certes tendencies que van fer plantejar als investigadors del centre realitzar aquest

estudi de manera més exhaustiva.

El fet de no haver realitzat prou répliques impossibilita la comparacio correcta dels
resultats, perd si que s’han pogut analitzar les tendéncies de cada mostra
individualment. En alguns casos es mostren semblances pel que fa a la tendéncia
d'expressié que podrien indicar com és realment I'expressid del canal de sodi en
aquells casos, tanmateix, s’hauria de confirmar repetint el protocol amb més
mostres. Es per aixd que seria interessant realitzar una investigacié a partir d’aquest

estudi preliminar.

Els resultats preliminars obtinguts mostren pocs patrons repetits, perd se'n poden fer
unes primeres observacions. En el pacient 36 es pot veure que tant en la proteina
com en el gen del canal de sodi, quan es normalitza per l'indicador de cardiomiocits,
hi ha un augment de l'expressid del canal. En el pacient 37 es pot observar una
tendéncia creixent en els indicadors de cardiomiocits amb el pas del temps,
tanmateix, no es mostra el mateix patré en l'expressié del canal de sodi, ni en
proteines ni gens. Per tant, no hi ha un augment en I'expressio del canal. Pel que fa
al pacient 35 els resultats sén molt irregulars, per la qual cosa no es pot observar
cap patro. Aquests resultats podrien indicar que els pacients que no presenten ni la
mutacié del gen SCN5A ni la sindrome de Brugada, com el 37, mostra una
expressié constant del canal de sodi. Mentre que en els pacients portadors de la
malaltia, com el 36, s'analitzaria un increment de I'expressid del canal durant el
desenvolupament del cor. Pel que fa als pacients amb la malaltia i la mutacié, com el
35, podria ser semblant al cas dels portadors, tanmateix, no s'han recollit prou dades

per confirmar-ho.
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CONCLUSIO

Al llarg del treball s’ha esmentat que el projecte, consisteix en un estudi preliminar,
per tant, el seu objectiu no és extreure’n uns resultats concloents, sino comprovar la
viabilitat de I'experiment per plantejar, en un futur, una experimentacié exhaustiva
amb més repliques i mostres. El projecte serveix per provar el disseny d’'un posterior
estudi, alhora que s’observen les limitacions de la recerca. En aquest treball no es
van dur a terme réepliques bioldgiques, les quals son répliques de I'experiment amb
una mostra diferent del mateix pacient, per la qual cosa no podem considerar que
els resultats siguin del tot fiables. Fent répliques bioldgiques es pot observar la
variabilitat de les condicions experimentals controlades, la variabilitat de factors no
controlats i I'neterogeneitat de la mostra. En el cas dels cardiomiocits derivats
d'iPSC soén molt heterogenis, cosa que rebaixa la fiabilitat de I'experiment i forca als
investigadors a fer més repeticions per comprovar les seves hipotesis. El que si que
es va fer en aquest estudi van ser repliques técniques, que basicament consisteixen
a repetir el mateix procés amb la mateixa mostra per analitzar si hi ha hagut algun
error quant a la utilitzaci6 del material. Les répliques s'utilitzen basicament per
analitzar si hi ha variacions en I'experimentacio, ja siguin degudes a diferéncies en la

mateixa mostra o el seguiment del protocol.

La hipodtesi que es va plantejar en aquest estudi era: "L'expressio del canal de sodi
esta afectada per les variants genétiques relacionades amb la sindrome de
Brugada”. En I'experimentacié feta s’han obtingut dades que indicarien que el curs
temporal de I'expressié del canal de sodi, voltatge-dependent de Na,1.5, difereix en
cél-lules obtingudes de mostres de pacients que expressen una variant genética.
Aquests son resultats preliminars que s’haurien de comprovar en un estudi més
ampli. De manera que s’han complert els objectius experimentals inicials que
proposaven analitzar el curs temporal de I'expressio del canal de sodi durant la
diferenciacié de cardiomiocits a partir d'iPSC i comparar aquests entre els diferents
pacients estudiats i amb I'evolucié de I'expressio de la subunitat 1 del canal de sodi

i amb el marcador de cardiomiocits troponina T.
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Pel que fa als propodsits marcats al principi del projecte, he adquirit coneixements
tedrics i practics sobre les cél-lules mare, les iPSC, les malalties cardiaques
(sindrome de Brugada), els canals ionics, la deteccié de proteines per Western Blot i
la deteccid6 d’ARN per gqPCR. Aixi com he pogut comprendre i sintetitzar articles
cientifics, a I'hora que aprés a realitzar i redactar una investigacié cientifica. A més,
I'elaboracié d'aquest treball m'ha permes adquirir maduresa en la meva escriptura i

viure experiéncies que no hagués tingut, com investigar en un laboratori.

A més, al principi d'aquest treball em vaig marcar una serie d'objectius en I'ambit
personal. En el transcurs d'aquest treball he pogut complir cadascun dels proposits,
fins i tot superant les meves expectatives. Quan vaig comencar el treball tenia
diverses opcions sobre que volia fer en un futur, perd en aquests mesos, i
majoritariament gracies a la feina feta en aquest projecte. Ara estic bastant segura
de quin cami vull seguir un cop acabi el Batxillerat, que és introduir-me en el mén de

les ciencies biomediques.

Durant la redaccio del TDR vaig trobar-me amb certes limitacions, ja que la
informacié que trobava respecte al tema era escassa o dificil d'entendre. Gracies a
I'ajuda de professors i el temps invertit he pogut traspassar aquestes dificultats i
elaborar un treball més complet del que m'imaginava en un principi. Pel que fa a la
part practica les limitacions es centraven més en una questid de temps i
coneixements, per aixd0 no s’han pogut fer totes les comprovacions i répliques
corresponents. Com també és possible que alguns dels resultats es vegin
lleugerament alterats per possibles errors técnics, ja que eren procediments que no

havia realitzat amb anterioritat.

Cal destacar que aquest projecte té una gran perspectiva de futur, ja que en
tractar-se d’'un tema tan ampli es podria continuar la investigacié en un proper
projecte com el TFG. De fet, en el mateix grup de recerca on vaig fer les practiques
hi havia persones elaborant investigacions semblants perdb a més gran escala. Per
altra banda, les iPSC i la Sindrome de Brugada soén arees plenes d’incognites que
en un futur, gracies a la recerca, es podran anar resolvent. Per tant, és un treball
que es podria anar actualitzant i ampliant amb el pas del temps i a I'hora que

adquireixo més coneixements en el camp biomedic.
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En conclusio, la recerca basica ens permet avancgar en el coneixement i tractament
de les malalties a través de diferents métodes. Actualment, una de les eines amb
més potencial sén les cel-lules mare pluripotents induides les quals represten la

base pel futur de la recerca basica.
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ANNEXES

Annex 1

El material utilitzat durant I'experimentacio es troba ordenat alfabéticament a continuacio:

Centrifuga: posa en rotacié una mostra
per separar mitjangant la for¢ga centrifuga
els seus components o per baixar tot el
liquid a la punta del microtub

Eppendorfs: tubs de mida petita
utilitzats per emmagatzemar
substancies, per centrifugar mostres o
per preparar mostres senzilles

Escalfador de bloc: permet escalfar a
una temperatura determinada tubs de
diferents mides

Gradeta per eppendorfs: serveix per
emmagatzemar els eppendorfs en
posicio vertical

Micropipetes: instrument emparat per
absorbir i transferir petits volums de
liquid

Plaques de 96 pous i 384 pous:
plaques per posar les mostres a analitzar
en aparells com el termociclador o a

incubar
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Plat calentador: serveix per calentar i
barrejar mostres emmagatzemades en
tubs.

Scrapper: Estan dissenyats
especificament per recollir facilment
cel-lules adherides en flascons, plaques
de Petri i rodets. Eviten I'us de tripsina

que pot alterar les proteines superficials.

Shaker: agitador que serveix per

barrejar les mostres d’'un tub

Sonicador: aplicacio d’ultrasons per

agitar particules d’'una mostra

Termociclador: aparell utilitzat per fer la |

gPCR que permet realitzar cicles de

temperatura per I'amplificacié de 'ADN

Vortex: agitador que s’utilitza per
barrejar volums petits de liquid
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Composicid de preparacions utilitzades durant la part experimental, les qual havien

de preparar o ja hi havia preparacions emmagatzemades.

Components
0,25M Tris-HCI pH 6.8
Glicerol 100%
10% SDS
Aigua mQ

Components

0,25M Trizima

1,92 M Glicina
1% SDS

Components
0,25M Trizima
1,92 M Glicina

Metanol

Components
26,8 mM KCl
14,7 mM KH2PO4
1,37 M NaCl
0,8M Na2HPO4 - 7H20

PBST
Components
PBS- 1x
Tween-20

Cell Lysis Buffer
Volum final = 50mL
10 mL
5mL
10 mL
25 mL

Electrolyte Buffer

10x
1L 2L
30,27 g 60,54 g
144,13 g 288,26 g
109 20g
Transfer Buffer
10 x
1L 2L
30,27 g 60,54 g
144,13 g 288,26 g
DPBS
10x
1L 2L
29 49
39 59
80g 160 g
21,459 429¢
Volum
1L
1mL

Concentracio final
0,05M

Concentracié Final a 1X

25 mM
192 mM
0,10%

Concentracio Final a 1x

25 mM
192 mM
20%

Concentraci6 Final a 1X

2,68 mM
1,47 mM
137 mM
80 mM
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Annex 3
Analisis dels gens TNNT2, SCN1B i SCN5A amb les taules de resultats completes.

Evolucio del gen TNNT2

_ Cq HKG ,
Patient Day Cq ACq Normalized x10
PPIA
D4 25,042 22,363 1,120 0,460 4,60
D8 18,702 20,310 0,921 0,528 5,28
Rb20235
D12 19,490 19,617 0,994 0,502 5,02
D14 20,248 19,859 1,020 0,493 4,93
D4 20,505 21,171 0,969 0,511 511
D8 20,893 21,779 0,959 0,514 5,14
Rb20236
D12 18,605 19,800 0,940 0,521 5,21
D16 18,649 20,145 0,926 0,526 5,26
D5 24,717 20,670 1,196 0,437 4,37
D8 19,955 19,950 1,000 0,500 5,00
Rb20237
D12 20,998 20,992 1,000 0,500 5,00
D14 19,914 20,096 0,991 0,503 5,03

Evolucid del gen SCN1B

. Cq HKG Normali Normalized to x10
Patient Day Cq ACq x10
PPIA zed TNNT2 TNNT2
D4 | 34,643 22,363 1,549 | 0,342 3,42 0,74 4,60
D8 | 30,866 20,310 1,520 | 0,349 3,49 0,66 5,28
Rb20235
D12 | 28,225 19,617 1,439 | 0,369 3,69 0,73 5,02
D14 | 28,984 19,859 1,459 | 0,364 3,64 0,74 4,93
D4 | 31,249 21,171 1,476 | 0,359 3,59 0,70 5,11
D8 | 32,369 21,779 1,486 | 0,357 3,57 0,69 5,14
Rb20236
D12 | 28,646 | 19,800 1,447 | 0,367 3,67 0,70 5,21
D16 | 29,221 20,145 1,451 | 0,366 3,66 0,70 5,26
D5 | 29,272 20,670 1,416 | 0,375 3,75 0,86 4,37
D8 | 29,565 19,950 1,482 | 0,358 3,58 0,72 5,00
Rb20237
D12 | 29,854 | 20,992 1,422 | 0,373 3,73 0,75 5,00
D14 1 29,133 20,096 1,450 0,366 3,66 0,73 5,03
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Evolucié del gen SCN5A

. Cqg HKG Normali Normalized to TNNT2
Patient Day Cq ACq x10
PPIA zed TNNT2 x10
D4 | 33,909 22,363 1,516 | 0,350 3,50 0,76 4,60
D8 27,968 20,310 1,377 | 0,385 3,85 0,73 5,28
Rb20235
D12 | 26,384 19,617 1,345 | 0,394 3,94 0,78 5,02
D14 | 27,353 19,859 1,377 | 0,385 3,85 0,78 4,93
D4 | 30,214 21,171 1,427 | 0,372 3,72 0,73 5,11
D8 29,824 21,779 1,369 0,387 3,87 0,75 5,14
Rb20236
D12 | 26,366 19,800 1,332 | 0,397 3,97 0,76 5,21
D16 | 25,174 20,145 1,250 0,421 4,21 0,80 5,26
D5 28,662 20,670 1,387 | 0,382 3,82 0,88 4,37
D8 26,964 19,950 1,352 | 0,392 3,92 0,78 5,00
Rb20237
D12 | 28,356 20,992 1,351 | 0,392 3,92 0,78 5,00
D14 | 26,881 20,096 1,338 | 0,396 3,96 0,79 5,03




Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

Annex 4

Analisis de les proteines TT i Na,<1.5 amb les taules de resultats completes

separades per pacient.

RB20235 segon Western Blot
membrana2 35 r3 d4-14

i Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor Volum

total banda (Int) | banda (Int) | total carril (Int) | carril (Int) (Int) normalitzador | relatiu
35r3d4 N/A N/A 79880800 2366087865 12286207065 N/A 1,00
35r3d8 N/A N/A 100446045 2326368960 | 2225922915 N/A 1,26
35r3d12 N/A N/A 88801515 2156853985 |2068052470 N/A 1,11
35r3d14 N/A N/A 70004820 2089542910 [2019538090 N/A 0,88
35r3d4 N/A N/A 61088290 2232804605 |2171716315 N/A 0,76
35r3d8 N/A N/A 98749415 2301572525 2202823110 N/A 1,24
35r3d12 N/A N/A 149217415 2276229715 12127012300 N/A 1,87
35r3d14 N/A N/A 135177825 2331231465 [2196053640 N/A 1,69

TT membrana2 35 r3 d4-14

P Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor

total banda (Int) | banda (Int) | total carril (Int) | carril (Int) (Int) normalitzador
35r3d4 0 N/A 310153 3646542 3336389 N/A
35r3d8 19744653 23057119 20780063 27598541 6818478 N/A
35r3d12 23099255 27049769 24160262 32225643 8065381 N/A
35r3d14 20604696 24151120 21291872 28540981 7249109 N/A
35r3d4 0 N/A 210513 3570355 3359842 N/A
35r3d8 20859804 23968806 22063762 28551832 6488070 N/A
35r3d12 23414930 26771247 25814468 32816622 7002154 N/A
35r3d14 25901150 30322550 28607400 41592650 | 12985250 N/A

NAV1.5 membrana2 35 r3 d4-14

P Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor

total banda (Int) | banda (Int) | total carril (Int) | carril (Int) (Int) normalitzador
35r3d4 0 N/A 1418256 6599166 5180910 N/A
35r3d8 8684192 21915300 9378380 28198456 | 18820076 N/A
35r3d12 9985755 12305043 12962806 21367806 8405000 N/A
35r3d14 7461660 9865482 9441822 18190516 8748694 N/A
35r3d4 0 N/A 340938 6913841 6572903 N/A
35r3d8 7004320 19541640 7446200 26859480 | 19413280 N/A
35r3d12 6841341 11727612 7695168 20253480 | 12558312 N/A
35r3d14 9110320 12100480 11187960 21649360 | 10461400 N/A
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RB20235 primer Western Blot

membranal 35 r3 d4-14

Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor
Mostra |total banda (Int)| banda (Int) | total carril (Int) | carril (Int) (Int) normalitzador
35r3d4 N/A N/A 27602560 1866009984 | 1838407424 N/A
35r3d8 N/A N/A 35833728 1812022336 | 1776188608 N/A
35r3d12 N/A N/A 42115584 1837917632 | 1795802048 N/A
35r3d14 N/A N/A 45754816 1812139776 | 1766384960 N/A
35r3d4 N/A N/A 18958848 1707456832 | 1688497984 N/A
35r3d8 N/A N/A 24470912 1705820544 | 1681349632 N/A
35r3d12 N/A N/A 23858688 1744660608 | 1720801920 N/A
35r3d14 N/A N/A 30168000 1823442048 | 1793274048 N/A

TT membranal 35 r3 d4-14

Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor
Mostra |total banda (Int)| banda (Int) | total carril (Int) | carril (Int) (Int) normalitzador
35r3d4 0 N/A 460080 3591720 3131640 N/A
35r3d8 34379916 39586812 36090405 44849145 8758740 N/A
35r3d12 33768812 39027164 34500928 42286728 7785800 N/A
35r3d14 33369171 39536887 34929279 45398263 10468984 N/A

NAV 1. 5 membranal 35 r3 d4-14

Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor
Mostra |total banda (Int)| banda (Int) | total carril (Int) | carril (Int) (Int) normalitzador
35r3d4 0 N/A 408105 6721155 6313050 N/A
35r3d8 22137120 27133960 23087240 31826080 8738840 N/A
35r3d12 12577725 15867045 15972975 25854345 9881370 N/A
35r3d14 9602736 12371216 11544832 20413796 8868964 N/A
35r3d4 0 N/A 133515 6117345 5983830 N/A
35r3d8 20770256 26536016 22007700 33124208 11116508 N/A
35r3d12 11242575 16464825 13774410 25735815 11961405 N/A
35r3d14 11400120 13829625 15190875 23600700 8409825 N/A
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RB20236
membrana 36 rl d4-16
Factor
Volum ajustat Volum total Volum ajustat | Volum total | Volum fons | normalitzado
Mostra | total banda (Int) banda (Int) total carril (Int) carril (Int) (Int) r
36rld4 N/A N/A 58236084 2204057310 | 2145821226 N/A
36r1d8 N/A N/A 41307348 2077957464 | 2036650116 N/A
36rld12 N/A N/A 41526648 2059865112 | 2018338464 N/A
36rl1d16 N/A N/A 47100336 2052749286 | 2005648950 N/A
36rld4 N/A N/A 36399398 2223105108 | 2186705710 N/A
36r1d8 N/A N/A 28823144 2181899189 | 2153076045 N/A
36rld12 N/A N/A 82934659 2279166296 | 2196231637 N/A
36rldi16 N/A N/A 105506876 2401005859 | 2295498983 N/A
NAV 1.5 membrana 36 rl1 d4-16
Factor
Volum ajustat Volum total Volum ajustat | Volum total | Volum fons | normalitzado
Mostra | total banda (Int) banda (Int) total carril (Int) carril (Int) (Int) r
36rid4 0 N/A 801294 3538392 2737098 N/A
36r1d8 5337031 6628321 6773876 11393194 4619318 N/A
36rid12 9045600 11650950 10857850 19278900 8421050 N/A
36rl1d16 10562219 13441112 12266567 21073569 8807002 N/A
36rid4 0 N/A 1300750 4837328 3536578 N/A
36rl1d8 10408967 12385032 11853380 17124492 5271112 N/A
36rid12 15804322 19072266 17229398 24743534 7514136 N/A
36r1d16 15324225 20575800 16329005 27853350 11524345 N/A
TT membrana 36 rl1 d4-16
Factor
Volum ajustat Volum total Volum ajustat | Volum total | Volum fons | normalitzado
Mostra | total banda (Int) banda (Int) total carril (Int) carril (Int) (Int) r
36rld4 15499654 18795692 17037940 25266236 8228296 N/A
36r1d8 33921315 42405930 40617630 61212375 20594745 N/A
36rld12 34409655 43814070 41259420 62752680 21493260 N/A
36r1d16 31767989 41781747 38109131 62065554 23956423 N/A




Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

RB20237
membrana 37 r3 d5-14

Volum ajustat Volum total | Volum ajustat | Volum total | Volum fons Factor
Mostra | total banda (Int) | banda (Int) [total carril (Int)| carril (Int) (Int) normalitzador
37r3d5 N/A N/A 223104783 3612659302 | 3389554519 N/A
37r3d8 N/A N/A 303950501 3790199554 | 3486249053 N/A
37r3d12 N/A N/A 252576976 3439543685 | 3186966709 N/A
37r3d14 N/A N/A 258318977 3293656892 | 3035337915 N/A
37r3d5 N/A N/A 152018527 3178530318 | 3026511791 N/A
37r3d8 N/A N/A 278594221 3415804365 |3137210144 N/A
37r3d12 N/A N/A 304995331 3565155397 | 3260160066 N/A
37r3d14 N/A N/A 244980687 3606133434 | 3361152747 N/A

NAV1.5 membrana 37 r3 d5-14

Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat [ Volum total | Volum fons Factor
Mostra | total banda (Int) | banda (Int) |total carril (Int)| carril (Int) (Int) normalitzador
37r3d5 0 0 123943 2082021 1958078 N/A
37r3d8 2789592 4265508 2968680 5543811 2575131 N/A
37r3d12 2088722 4290236 2129340 5537894 3408554 N/A
37r3d14 5740018 7398824 6143990 10143690 3999700 N/A
37r3d5 0 0 246024 2409444 2163420 N/A
37r3d8 1205370 2852010 1279125 3907710 2628585 N/A
37r3d12 1841985 3819330 1884735 5241285 3356550 N/A
37r3d14 5634888 7070283 6983277 11887539 4904262 N/A

TT membrana 37 r3 d5-14

Volum ajustat | Volum total | Volum ajustat [ Volum total | Volum fons Factor
Mostra | total banda (Int) | banda (Int) |total carril (Int)| carril (Int) (Int) normalitzador
37r3d5 0 0 32832 1658400 1625568 N/A
37r3d8 3322616 4113736 3606196 5720088 2113892 N/A
37r3d12 6166232 7266989 6571735 9191525 2619790 N/A
37r3d14 8907869 10373160 9532845 12935869 3403024 N/A
37r3d5 0 0 44720 1491154 1446434 N/A
37r3d8 2502048 3281424 2671488 4850496 2179008 N/A
37r3d12 5252035 6276366 5568498 8145411 2576913 N/A
37r3d14 7882796 8944439 8783107 11498933 2715826 N/A




Annex 5

Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica

Grafiques del BioAnalyzer per analitzar la qualitat de 'ARN obtingut de les mostres
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5] Instrument Information;
D I . = N a2 = MO : ; .
% = ﬁ 3 3 § 23 = g § 3z 3 Instrument Name:  DE1380<494 Firmware: C.01.069
" g 3 s 3 £ X R R £ E SeEn DE1 3804494 Type: G29394
Assay Information:
L& L& Assay Origin Path:  C:\Program Files {x86)Agilent|2100 bioanalyzer\2100
65 — expert\assays\RNA\Eukaryote Total RMA Nano Series TLxsy
60 — Aszay Class: Eukaryota Total RMA Nano
B Version! 26
o — I — —— —— e — —— \gzay COmments: Total RNA Analysis ng sensitivity {Eukaryobe)
4 - ® Copyright 2003 - 2008 Agilent Tachnologies, Tnc.
40 — Chip Information:
5 Chip Lot £
0 — Reagent Kit Lot £:
35 . — Chip Comments:
20 —
15—
L 1 2 3 4 4 & 7 B 5 i 11 12
35r3d4 35r3d8 35r3d12
RIN: 9,70 RIN: 9.40 RIN: 8.50
[Fu] [Fu] [Fu]
; 40
w I 41 { I
10 1| X0
0 - a j :
T T T T T T T T1T1 T T T T T T T 1 T T T T T T T 7T
20023 30 35 40 45 50 55 &0 [5] 20 25 30 35 40 43 MW 55 60 [s] 200 25 30 35 40 45 530 55 60 [s]
35r3d14 36r1d4 36r1d8
RIM: .80 RIN: 9.50 RIN: 8.40
FUl Fu) [Fu]
40 =1 100
4| 504 20
o T T SISt o I | SRS S o0 [N | — m— o
T I T T I T T I T T T T I T T I T T T T T T T T I T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 [5] 225 30 3% 40 45 50 55 60[s5] 200 X5 30 35 40 45 50 55 60 [s5]
J6ridli2 36ridis 37r3d5
RIMN MNfA RIN: B.20 RIN: 770
[Fu] [Fu] [Fu]
5= 40 I
=<4 0
D___ R S — ——re e n 4 N e " ET — - IJ MU | N — -
T T T T I T T T T I T T | T I I T T T T T T | T I T T I
20 25 30 35 40 45 50 55 &0 [5] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s5] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]
37r3dB 37r3di2 37r3d1a
RIM: 9.50 RIN NjA RIN: 8.60
[FU] [Fuj [Fu]
20 0
0 10 20
o a e E a
S L S T L L L T T 1 1T 1 T T 711 [ T S S e R SRS TR
20 25 3 35 40 45 50 55 6D [5] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]




Cél-lules mare pluripotents induides: base del futur de la recerca basica
Annex 6

L'organitzacié de les taules per realitzar la qPCR es va fer de la seglient manera:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 |GEN
35D4 35D8 35D12 35D14 | 36D4 36D8 36D12 36D16 [ 37D5 37D8 37D12 37D14|PPIA
35D4 35D8 35D12 35D14 | 36D4 36D8 36D12 36D16 | 37D5 37D8 37D12 37D14|SCNSA
35D4 35D8 35D12 35D14 | 36D4 36D8 36D12 36D16| 37D5 37D8 37D12 37D14)TNNT2
35D4 35D8 35D12 35D14 | 36D4 36D8 36D12 36D16| 37D5 37D8 37D12 37D14)|SCN1B

I G m m OO W >

Placa de 384 pous

L 1 13 " 1 1a | "0 | 14 | i 17 ow

-‘ _"‘ . - 8 Fei iy | 1
w ﬁ ﬁ T ﬁ ﬁ fhlige | RBOD  PbSOU - AMSON | ABRON | AANSOM RBISDM  AANDU  mAROM
_ U JUE , O EE S o O THE OEE 0o
ﬁ m m FADY ﬁ ﬁ , EM  mEoR | WNOn | oD @SR SOW  BNOW  MEOW  ASOW
N O - O [ DN BN 0o O OBE DN

[T sove

ﬁ ﬁ ﬁ FaliDs ﬁ ) ﬁ fliot | Rspn | S0  RNSDR | MSDR | REDM maEDs | RbEDM | #biSDM
: U Ui ﬁ Meow: [OFN [N [OHE (0o 0 Ve

B3, D FR3 D4, 6 D Pl o4 FRN 0

O O DN [

RRDI | GNDS | AEMDD | RMOL | maDN | AbMOR

Do UE] DN OFN Do

v

RNDLS | RL3ON
1] scnes

RO RIS REOL
v Nv Wi
TS T
0NN GEE 0o

A7 D04 FB31D0i4 R 0%

O O O O OFE OFf 0--

Ph Dy ThM D= 7 1) Fl D4

U |
Pk
O O O oo 088
%08
U

i =1]

U |

Fh3E D8 Fb3 D3 L= | thi5on ph3on a6 du R3s 002
UESSIU - 0 | UEE
B3 0a

0 |
Fh1708

-3 e Re¥ D4 D4 R D4

OE [N s

fihis D8 fib3 D3 k%00 ih3%Dud fbla D0 b3 01

O U [ U QUES

Fhi7 08 RbI7 05 AT OL Rolrou RaJ7 il Rbi3 0nz Fhil 04

il [ sz

B: B: B: H

RETDS RET2 D5 Fb32 05 REI7 0% Rh37 o

v | O Do OH

REI7 6 REI7 D5 phI70E b7 05 FoiT IR L3708 fbiione RE7 012 FbXiD2 o7 1 RE37ON Hb3i D14 REXION R3O

K
U] 0 U O - OF (NN O oo (59 [ meo:

k33 06 FaJ7 05 FR3 05 1704 RE7 04 FbJd 08 FLI7 08 L el fd? 0l R0

o i Jv EE

37U Enitlte  Rhijou AIDN | Roliow

REI7 A
Dov [0 O EE Do




