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i
LA BIOTECNOLOGIA

frog genes in potato breeding were conveniently
forgotten.



L'enginyeria genetica i la biotecnhologia

e La clonacio reproductiva.

* Medicina regenerativa. Clonacio terapeutica. Cel-lules mare.



La clonacio i les cel-lules mare

Un pas mes en la manipulacid genetica és la clonacio de
genomes sencers que doni lloc a individus geneticament iguals.

Ja des de molt antic els jardiners i els agricultors han utilitzat la
reproduccidé asexual mitjancant esqueixos, estaques i empelts
per obtenir nous individus geneticament identics al progenitor
(clons).
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Clonacio reproductiva




La tecnica que permet generar individus geneticament identics
a un altre ja existent rep el nom de clonacio.

Aguesta tecnica equival a una reproduccio asexual artificial.
La clonacio d'individus pot aconseguir-se de dues maneres:
* Per transferencia nuclear somatica (exemple ovella Dolly)

* Per divisio de I'embrid (exemple mono rhesus Tetra)



El primer mamifer clonic: I'ovella Dolly
1996

Clonacio de 'ovella Dolly a partir d’'una cel-lula adulta

Creadors: Wilmut i Campbell
Metode usat: per tranferencia nuclear.




CLONACIO
D’UN
MAMIFER

(per transferencia
nuclear)

mitocondris de la cél-lula

Com es poden obtenir clons d’individus
adults?

La manera d’obtenir clons d’individus adults és
conceptualment senzilla. S’obté el nucli d'una
cel-lula qualsevol de I'individu que es vol clonar,
(aquest conté tot el genoma de l'organisme).
S’agafa un oocit d’'una donant i s’elimina el seu
nucli. S’introdueix el nucli obtingut en I'odcit
anucleat i es deixa que comenci a
desenvolupar-se un embrié en condicions de
laboratori. Un cop ha assolit I'estadi de morula o
de blastula primerenca i s’ha comprovat la seva
viabilitat, es transfereix a l'Gter d’'una mare
adoptiva, on nidara i acabara de desenvolupar-
se. En teoria, amb aix0 n’hi ha prou perqué es
desenvolupi un clon del progenitor, un nou
organisme que tindra exactament el mateix
material genétic. Aquest tipus de clonatge
implica un trasplantament nuclear entre una
cel-lula diferenciada d’'un organisme adult i un
oocit d’'una donant.
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Se genera el
blastocisto
(embrién precoz)
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ovocito
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Clonaci6 reproductiva

Imatge. El blog de genotipia. Ruben Mejia



La clonacio “tipus Dolly”
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OBTENCIO
D'ANIMALS
CLONICS

(per divisio de
I'embriod)

Com es generen animals clonics per
divisio de I’'embri6?

La tecnica de clonatge per divisié de I'embrid
simula la generacio espontania de bessons,
per la qual cosa es coneix també amb el
nom d’escissioé gemel-lar.

Es realitza una fecundacio in vitro amb oocits
I espermatozoides i es deixa que els zigots
generats es desenvolupin al laboratori fins
'estadi de morula. Un cop assolit aquest
estadi s’escindeix mecanicament I'embrio en
dues meitats, es deixa que s’estabilitzin i es
comprova la seva viabilitat. Després, en el
cas dels mamifers, es transfereixen a l'Uter
d’'una mare adoptiva perque hi nidin i s’hi
desenvolupin. En néixer seran bessons
identics, és a dir, clons.
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Curiositats

Per a que nasques Dolly va ser necessari:
* Manipular i anuclear 400 o0cits

A 277 se’ls va poder introduit amb exit un nou nucli.

- Nomeés 50 van donar lloc a petits embrions viables per
ser trasplantats a uters de mares adoptives.

* Nomeés 13 de les mares adoptives van quedar
embarassades.

- Nomeés 1 va donar llum a un ovella viva



La medicina regenerativa
| la clonacio terapeutica



La medicina regenerativa i la clonacio terapeutica
Que son?

La és una branca de la biomedicina
que té per objectiu el guariment de malalties degudes al
funcionament anomal de determinades cel-lules, teixits o
organs tot reemplacant-los per cel-lules, teixits o organs
funcionals i immunologicament compatibles amb el pacient.

Una de les diverses tecniques utilitzades per obtenir les
noves cel-lules, teixits o organs es la



El trasplantament convencional d'organs i teixits com a metode
terapeutic presenta tres inconvenients:

> |'escassetat d'organs disponibles.

> El rebuig immunologic i la necessitat de dependre de
medicaments Immnunosupressors de per vida.

> La impossibilitat tecnica d'aconseguir determinats organs i
teixits (com per exemple teixit nervids)



Gracies a la clonacio terapeutica es poden generar gairebé tots
els tipus cel-lulars | d'aguesta manera arribar a regenerar els teixits
danyats.

En la clonacio terapeutica es fa servir, igual que en la reproductiva,
la tecnica de la transferencia nuclear somatica.

Els objectius pero de tots dos tipus de clonacio son ben diferents:
en la clonacio reproductiva és la generacio d’'individus complets
identics | en la clonacid terapeutica és l'obtencido de cel-lules
mare pluripotents.



es troba en
les cel-lules mare

cel-lules que estan presents en...

> embrions primerencs (cel-lules mare embrionaries)

> teixits adults (cel-lules mare de teixit o adultes)



Son cel-lules no diferenciades capaces dexperimentar divisions

il-limitades i produir cel-lules filles que poden donar origen a diferents
tipus de cel-lules presents a I'organisme.

Stem cell . | .

more stem cells

/

I |
= [

specialised cells

2001 Catherine Verfalillie:

Descobriment cel-lules
mare adultes multipotents
a la medul-la ossia.

Imatge. yourgenome


https://www.yourgenome.org/facts/what-is-a-stem-cell

Capacitat per dividir-se indefinidament originant noves
copies de si mateixa (capacitat d’autorenovacio).

Capacitat per diferenciar-se en altres tipus cel-lulars
d’acord amb determinades condicions ambientals.

Capacitat per originar teixits i1 organs.



Diferenciacio cel-lular.
Recorda...

« Totes les cel-lules somatiques d’'un organisme tenen el mateix
genoma.

* La determinacio del tipus cel-lular depen dels gens que
s’expressen, és a dir, dels que son transcrits.

* Mitjancant els gens reguladors, es regula la transcripcio
d’aquests gens.

Exemple:

Tot i que una cel-lula de la pell d’'una persona i una cel-lula ossia tenen
formes, funcions i caracteristiques totalment diferents, totes dues
contenen el mateix genoma. Aixo s'explica per la diferent expressio dels
Seus gens a traves d'un mecanisme anomenat regulacio genica.



En funcio de la capacitat de En funcio del seu origen:
diferenciar-se en mes o menys
tipus cel-lulars:

» Cél-lules mare totipotents * Cel-lules mare embrionaries

* Cel-lules mare adultes

* Cel-lules mare pluripotents
* Cel-lules mare multipotents

e Cel-lules mare unipotents

S'utilitza el terme "potencialitat" per referir-se a la
capacitat de diferenciar-se en altres tipus cel-lulars.
Hi ha cél-lules mare amb més potencialitat que
altres...



Cél-lules

@ totipotent
Significa que ESA
reprodueixen
* Cél-lula mare
pluripotent

Altres cél-lules mare

Cél-lules mare de
sang

Y} N\

Glahuls Globuls
vermells Plaquetes blancs

Cél-lules especialitzades

A partir de cél-lules mare es poden obtenir cél-lules especialitzades de diferents tipus

* Una cél-lula mare quan es divideix pot donar lloc a
altres cel-lules mare identiques a ella o altres cel-lules
amb funcions especialitzades.



S'anomenen cel-lules mare totipotents les que poden donar
lloc a un nou individu completament organitzat | estructurat.

El zigot és una cel-lula mare totipotent (“potencia total”). Aquesta
cel-lula es divideix en cel-lules totipotents identiques.

Si agquestes cel-lules és posen a l'uter d'una dona, tenen la
capacitat de convertir-se en un fetus.

Els bessons identics es desenvolupen guan cel-lules totipotents
es separen i es converteixen en dos individus, essers humans

geneticament iguals.

A mesura que avanca el desenvolupament embrionari i fetal, les
cel-lules mare van perdent potencialitat, es van especialitzant.



S'anomenen cel-lules mare pluripotents aquelles que poden
donar lloc a tots els tipus de cel-lules d'un organisme pero no
a un nou individu.

Exemple: cel-lules de la massa interna del blastocist . Tot i que
poden transformar-se en cadascuna de les cel-lules del cos huma,
no poden formar un organisme per elles mateixes. Si una
d'aquestes cel-lules fou implantada en l'Uter d'una dona no es
convertiria en un fetus.
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Les cel-lules mare pluripotents experimenten una especialitzacio
addicional en les cel-lules mare que donaran lloc a uns
determinats tipus de cel-lules. Les ceél-lules mare
especialitzades s'anomenen cel-lules mare multipotents.

Per exemple:

e les cel-lules mare hematopoetiques de la medul-la ossia (cel-lules
mare dels globuls vermells, globuls blancs i de les plaguetes);

* |les cel-lules mare mesenquimatiques (que donaran lloc a miocits,
osteocits, adipocits...)
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Célula madre hematopoyética

- / \ | La otra célula hija se convierte en
@ |
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Imatge: wen khan academy



Cel-lules mare mesenquimals

(es troben en la medul-la ossia, pero també
en altres zones del cos com el cordd
umbilical, teixit adipos, teixit muscular...)

Self-renewal [ -

Mesenchymal Stem Cell

Myocyte Adipocyte Osteoblast Neuron Chondrocyte



Les cel-lules mare unipotents son les que tenen el potencial
mes baix de diferenciacio.

Son cel-llules mare que només tenen la capacitat de
diferenciar-se en el tipus de cel-lula del teixit en el que es

troben.

Per exemple..
* les cel-lules mare de I'epidermis de la pell.

* l|es cel-lules mare dels gametes.



Cel-lules mare dels gametes
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spermatogonium . oogonium

primary
spermatocyte

X
/ \ meiosis | /
secondary &, e secondary

polar
/ \ / \meiosis || body /\

O

“polar bodies edy
(will be degraded)

spermatids

(B
<




Cel-lules mare de
I'epidermis de la pell

Differentiating progeny of
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https://www.yourgenome.org/facts/what-is-a-stem-cell

« Cel-lules mare adultes: cel-lules indiferenciades, que segons Ssi
s’activa I'expressid d'uns gens o d'uns altres, poden generar
cel-lules dun teixit o dun altre completament diferent
(diferenciacio cel-lular). Es troben en teixits adipos, medul-la
ossia vermella, cordo umbilical, placenta, cervell, ...

 Cel-lules mare embrionaries: es troben essencialment en els
embrions de cinc dies després de la fecundacid (blastocit) i
si s’activa I'expressio d'uns gens o d'uns altres podem generar
cel-lules de qualsevol teixit (diferenciacio cel-lular)




LES CEL-LULES MARE EMBRIONARIES
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LES CEL-LULES MARE EMBRIONARIES

zigot
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CEL-LULES MARE ADULTES DE TEIXIT EPITELIAL
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de teixit epitelial de teixit epitelial
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(proliferacid) cel-lular diferenciacié cel-lular capacitat de reproduccio



CEL-LULES MARE EMBRIONARIES VS CEL:LULES MARE DE TEIXIT

cel'lula mare céllula mare
de teixit epitelial de teixit epitelial

reproduccid
cellular

reproduccio
cel-lular

A
I
I
I

c¢l'lula mare
de teixit epitelial

direcci6 de I’impuls nervios

cél-lula mare impermeabilitat

de teixit epitelial | céllula epitelial I o -~ -~
. . medi exterior
| diferenciada I
(adulta)
I 1 [
senyal de divisié senyals de pérdua de la
(proliferacid) cel-lular diferenciacié cel-lular capacitat de reproducci6

medi interior /\
impermeabilitat
CEL-LULA MUSCULAR NEURONA

CEL-LULES DE LA PELL RELAXADA (superior)

(I’ax6 mira cap a I’esquerra)
I CONTRETA (inferior)




Terapia cel-lular amb
cel-lules mare embrionaries.

Un dels usos de les cel-lules mare embrionaries és la
regeneracio | la reparacid de teixits danyats

Ara bé, si agafem cel-lules mare d’'un embrio i les implantem a
un individu tenim un problema d’histocompatibilitat (rebuig).

Com evitem el problema de la histocompatibilitat?

Amb |la clonaciod terapeutica



DNA removed from

unfertilized oocyte
Q!' Y

{36 Clonacio terapeutica

* S’introdueix el nucli d’'una céel-lula
somatica en un ovul anucleat
\ (transferencia nuclear somatica).

Skin cells from
type 1 diabetes M

patient _ . \w"’r
DNA transferred
. 4 to oocyte

* L’embrio es desenvolupa fins el cinque
dia (estadi de blastocit) i s'obtenen
cel-lules mare.

e S’activen els gens per generar el teixit
d’interes (diferenciacio cel-lular).

* No hi ha problema d'histocompatibilitat.

e
Blastocyst
i /
CI‘_':
Differentiation into

insulin-producing

pancreatic cells Embryonic stem cell lines

Imatge. Science


https://www.science.org/doi/10.1126/science.344.6183.462

Clonacio terapeutica:

* S’introdueix el nucli d’'una cel-lula somatica en un
ovul anucleat (transferencia nuclear somatica).

* ’'embrid es desenvolupa fins el cinque dia (estadi de
blastocit) 1 s’obtenen cel-lules mare.

e S’activen els gens per generar el teixit d’interes
(diferenciacio cel-lular).

* No hi ha problema d'histocompatibilitat.
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Se obtuvo una célula de
la piel de un donante Ovacito
Donante

Donante

Célula
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donante se le extrajo
el ndcleo con el ADN
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\g ) Nicleo
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La célula de la piel se insertd

Ovocito
sin nucleo bajo la membrana del ovocito.
Ambas celulas se fusionaron
con la ayuda de los cientificos
B DIFICULTADES TECNICAS
Hasta ahora no se habia conseguido clonar
*B celulas humanas porque los embriones son

mas delicados que los de otros animales.
Claves del éxito actual:

% A: El nacleo del ovulo se extrajo en
metafase (un determinado punto de la
division celular)

— #*B: Tras la fusion se estimulo al ovulo con
descargas eléctricas y medicamentos
@ Cuando el niclec de |la célula de
|la piel se fusiond con el dvulo,

este comenzd a desarrollarse
como si hubiese sido fecundado



B POSIBELES APLICACIONES

Clonacién de seres humanos

El embrion también podria implantarse
en el Utero de una mujer. Si todo fuera
bien, naceria un clon, genéticamente
igual al donante de la célula de piel

El desarrollo embrionario
se detuvo para obtener W
células madre

enasssesssasssanssssasasana) ===

v Genéticamente
idénticos

—0—

CLON Donante

Se cultivaron las células madre.
En las condicicnes adecuadas
podrian llegar a convertirse en
cualguier tipo de celula humana

Tratamiento de enfermedades

Cultivo celular
Las células son genéticamente iguales

4;a§§E%§1
— &
a las del donante de la célula de piEL

por lo gque podrian usarse para tratarle
/ l enfermedades (no habria rechazo)
En este estudio se han obtenido
tres tipos de células adultas
@ W Donante

Células Células Células
nerviosas hepaticas cardiacas




Avantatges de la clonacio terapeutica

La possibilitat de disposar de quantitats il-limitades de
cel-lules mare embrionaries, expandides en cultiu, i de
diferenciar-les mitjancant factors de creixement en
hepatocits, neurones, cardiomiocits, cel-lules beta
productores d’insulina, ... a més de resoldre d’un tret
I'escassetat de donants, podria convertir-se en una eina
per tractar doléncies tan importants com la insuficiencia
hepatica, la malaltia de Parkinson, |'Alzheimer, la

insuficiencia cardiaca, la diabetis mellitus...



Inconvenients de la clonacid terapeutica

Cel-lules mare embrionaries: poc utilitzades.
Problemes etics: produccid i posterior destruccio d'embrions.

Proliferen molt la qual cosa pot propiciar lI'aparicio de tumors
en els receptors.



Els embrions primerencs i les cel-lules que contenen

no han de ser considerats nomes com a part inicial d’un cicle de vida,

sind també com a

font de vida per als organismes ja nascuts.



Terapia

cel-lular amb

Cel-lules mare adultes

Son facils d'aconseqguir d'un gran nombre de teixits adults a
partir d'una simple puncio per extreure-les (biopsia).

No presenten problemes

d'histoincompatibilitat si s'utilitzen

per guarir malalties del propi individu.

Sense problemes etics (son cel-lules somatiques)

Taxa proliferacid baixa: no

Presenten l'ilnconvenient o

produeixen tumors.

ue son multipotents, només donen

lloc a uns determinats teixits 1 que el seu cultiu in vitro és

mes lent que el de les cel-

ules embrionaries.



ALTERNATIVES AL TRANSPLANTAMENT NUCLEAR A OOCITS
CEL:LULES MARE DE TEIXITS

pacient

biopsia de
muscul

-©

cél-lula mare de
teixit muscular

R B Y

cultiu in vitro

trasplantament
al pacient

proliferacid

-

diferenciacid

cél-lules musculars cél-lules mare de
cardiaques teixit muscular



Cel-lules mare adultes del cordd umbilical

Son cel-lules mare hematopoetiques i mesenquimatiques.
Multipotents: només donen lloc a uns determinats teixits.

Bancs publics: tothom pot utilitzar el cordd umbilical de la
resta.

Bancs privats: us privat (prohibit a Espanya)

Per saber-ne més...
https://www.bancsang.net/donants/banc-cordo/index/



El trasplantament de sang de cordé umbilical, com el
de medul-la 0ssia, pot contribuir a la curacio de nens, i
també d'adults, que pateixen greus malalties de la
sang que comprometen la seva vida.

Sanguineos
fatales

Ceélula madre del

0 corddn umiilical

;’? Céluz madre Céulz madre
f C&ulzs madre hemat aptr:,ret i@ rmesenguimal
[ | hemartopoyéticas —

. ( {sangre]

I". \ Células madre / /.

mesenguinales
(warron jelly) [']
o @

Celulzs del sistema )
sanguines e inmune

Celules  peyromae  Celubs  Colulss Cartllagoy huesa  Célubas
pumanares penceancs @rdEms epiteliales



Obtencidn de células madre

MENOS DIFERENCIADAS

Blastocisto

Embrion unicelular
(ovulo fecundado)

Células madre
embrionarias
(pluripotenciales)

Obtencidon de células madre embrionarias

Se extraen células de la
piel, a las que 3 su vez
se extrae el nicleo
(parte que contiene la
informacién)

Se toma un dvulo
humano o animal {que
dan lugar a embriones
hibridos), y se le extrae
el nicleo

3 El nucleo de la célula
humana se inyecta en el
ovulo animal.

Tras una maduracion de
7 dias, se extraen las
celulas del blastocisto.

>

Recién nacido

nd

Células madre del cordon

umbilical o de placenta
[multipotenciales)

>

MAS DIFERENCIADAS

Hombre adulto

1

Células adultas

Obtencion de células madre adultas

1'.‘
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Neuronas, para
tratar danos
cerebrales

Células madre capaces de diferenciarse en
cualquier tipo de célula (pluripotenciales)

Hg. .‘a@ Células de la sangre
3

5e disena un virus en el
laboratorio con cuatro
genes, que sirven para
borrar la diferenciacion
de las células

Se han presentado dos
disefios de virus
alternativos: ambos
comparten dos genes vy
difieren en otros dos

5e extraen células de la
piel, y éstas se infectan
can el virus, que
‘desprograma’ las
células

Células musculares, para
tratar dafios en el corazon
producidos par infartos

FUENTE: ELABORACION PROPIA GRAFICO: ME



Son cel-lules mare pluripotents que han estat generades a partir de cel-lules
adultes diferenciades que s’han reprogramat (desdiferenciat) a I'obligar-les a
expresar els gens i els factors necessaris per al manteniment de les propietats que
caracteritzen una cel-lula mare embrionaria.

(S'utilitzen retrovirus per introduir els gens que eliminen la diferenciacio cel-lular.)

r_> J iPS cell

G
e;
Somatic cells
Patient

Neural cells Muscle cells Organs Blood cells Bone cells

Imatge. regemat


https://www.regemat3d.com/celulas-madre-pluripotentes-inducidas
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