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DICINA DE LA COMUNIDAD VALENCIANA

De las células madre a las células iPS.

Leidos el 17 de Junio de 2008

En junio de 2008, dos afos despues
del descubrimiento de las células
adultas reprogramadas (células
troncales pluripotentes inducidas o
células iPS), dediqué mi discurso de
ingreso en esta Real Academia a
dichas células, las iPS, haciendo un
recorrido historico de los pasos que
se dieron hasta la puesta a punto de
la técnica que las alumbré y tambien
reflexionando sobre las posibilidades
de su uso



Leidos el 17 de Junio de 2008

En dicho discurso, tras
comentar algunos de los
aspectos historicos de su
descubrimiento, me referi
especialmente al
procedimiento para
obtenerlas y también a las
experiencias preclinicas
realizadas hasta ese
momento



Importancia de la reprogramacion celular

Sin duda, la puesta a punto de la reprogramacién celular fue un
hecho biomédico de gran relevancia, lo que llevo a la revista
Science a definirla como el descubrimiento cientifico del aino 2008
por la utilidad que puede tener en la investigacion de graves
enfermedades y por su probable utilizacion dentro del campo de la
medicina regenerativa y reparadora

Science 322; 1767-1773, 2008



%) Concesion del premio Nobel

o

En el afno 2012 fue concedido el premio Nobel de Medicina a John
B Gurdon y Shinya Yamanaka porque segun la Academia sueca
«sus descubrimientos han revolucionado nuestra comprension de
como se desarrollan las células y los organismos y han creado
nuevas oportunidades para investigar enfermedades y desarrollar
metodos para diagnosticos y terapias, y mas concretamente «por
el descubrimiento de que las células maduras se pueden
reprogramar para convertirse en pluripotentes»



Concesion del premio Nobel




Esquema de |la conferencia
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Comentarios sobre lo que ya traté en

mi discurso de ingreso en la Real
Academia de Medicina de la CV
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Células troncales. Pasado y futuro

Pasado
1998 @
James Thomson Shinya Yamanaka ‘
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células madre embrionarias las embrionarias por IPS humanas
humanas reprogramacion de células

adultas animales. Nacen las
células iPS



X Descubrimiento de las células pluripotentes por Takahashi y Yamanaka

Como recientemente comentaba Megan Scudellari, haciendo referencia al
descubrimiento de las células iPS, Shinya Yamanaka mird con sorpresa a su
investigador postdoctoral. «Tenemos colonias.» Shinya Yamanaka mir¢ al
investigador postdoctoral que habia hablado. «Tenemos colonias.» repitio
Kazutoshi Takahashi. Yamanaka saltd de su escritorio y siguid a Takahashi
hasta la sala de tejidos en la Universidad de Kyoto. A través del
microscopio vieron pequenos racimos de células. La culminacion de cinco
afnos de trabajo y un logro que Yamanaka ni siquiera estaba seguro de que
fuera posible

Megan Scudellari

Investigacion y Ciencia. Octubre 2016




X Descubrimiento de las células pluripotentes por Takahashi y Yamanaka

Dos semanas antes Takahashi habia tomado células de la piel de ratones
adultos para infectarlas con un virus disefiado para introducir 24 genes
cuidadosamente elegidos. Ahora, las células se habian transformado, se
parecian y se comportaban como células madre embrionarias. Eran células
pluripotentes, con la capacidad de convertirse en células de la piel, del
sistema nervioso, de los musculos o casi de cualquier otro tipo. Yamanaka
contemplo la alquimia celular delante de él. En ese momento pensé que
debia tratarse de un error. Recuerda. Le pidié a Takahashi que hiciera el
experimento una y otra vez. Cada vez funciono.

Megan Scudellari

Investigacion y Ciencia. Octubre 2016




¢ En qué consiste técnicamente la reprogramacion celular?

CELULAS ADULTAS
ANIMALES
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K. Takahashiy S. Yamanaka.
Cell 126; 652-655, 2006




Genes reprogramadores

Cell 126; 663-676, 2006




Genes reprogramadores




Reprogramacion de células adultas humanas




Obtencion de celulas IPS de origen animal

Cell 126; 663-676, 2006




Obtencion de celulas IPS de origen animal

También, Wernig y colaboradores consiguieron la reprogramacion in vitro
de fibroblastos a células pluripotentes, utilizando los mismos genes
reprogramadores que Takahashi y Yamanaka

Wernig M et al. Nature 448;

318-324, 2007

lgualmente Maherali y colaboradores consiguieron reprogramar
fibroblastos a células pluripotentes inducidas y a partir de ellas producir
quimeras viables

Maherali N et al. Cell Stem
Cell 1; 55-70, 2007
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Obtencion de celulas IPS de origen humano

A finales de 2007 Shinya Yamanaka y James Thomson, repitiendo las
experiencias realizadas por el primero con células murinas obtuvieron

células iPS a partir de células de piel humana
Takahashi et al. Cell 131;
861-72, 2007

Yu et al. Science 318;1917-
20, 2007

lgualmente Lowry y col en 2008 consiguieron generar células iPS a partir
de fibroblastos de piel humana, pudiendo derivar de las mismas células
de practicamente todo tipo de tejidos

Lowry et al. PNAS 105;

2.883-2.888, 2008



Obtencion de ceélulas IPS de origen humano
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Experiencias preclinicas descritas en
el trabajo de la Academia
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Experiencias preclinicas en ratones con anemia falciforme
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Hanna J et al
Science 318; 1920-1923, 2007




Experiencias preclinicas en ratones con parkinson

Wernig y col demuestran que se pueden diferenciar células iPS en células
troncales precursoras neurales que en cultivo puede generar células
neurales o de glia

Si las células generadas se transfieren al cerebro de fetos de ratones,
éstas migran a distintas regiones y se diferencian en glia y neuronasy
neuronas dopaminérgicas

Cuando las neuronas dopaminérgicas se trasplantan a cerebro de ratas
con Parkinson se consigue mejorar sus sintomas clinicos

Estos resultados demuestran el potencial terapéutico de células iPS
procedentes de fibroblastos para el reemplazo de células neuronales
patoldgicas en un modelo animal

Wernig M et al. PNAS 105; 5856-61, 2008



;,Puéden las células IPS sustituir a las
células madre embrionarias humanas?
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Similitud entre las células IPS y las embrionarias humanas

En un trabajo reciente se ha comprobado que las células troncales
embrionarias y las células iPS son molecular y funcionalmente
equivalentes y que no pueden distinguirse genéticamente. En él se
compara el nivel transcriptomico y epigenético de las células iPS humanas
y de células embrionarias también humanas, no encontrando tras el
proceso de reprogramacion diferencias objetivas por lo gue concluyen
gue ambas células y embrionarias humanas son molecular y
funcionalmente equivalentes

Choi J et al. Nature Biotechnology 2015; 33: 1173-81



Revision del estado del arte en relacion con
la utilidad experimental y clinica de las
células IPS en este momento
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Posible utilidad experimental y
clinica de las células IPS
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Posible utilidad de las células IPS




Posible utilidad de las células IPS

Para la obtencion de lineas celulares de determinadas enfermedades
para profundizar en los mecanismos patogénicos de las mismas

McKernan et al. Nature Biotechnology 31; 875-7, 2013

Para poder derivar células iPS de muy diversos tejidos para ser utilizadas
en el mejor conocimiento de la patogenia y en el tratamiento de diversas

enfermedades
Tiscornia G et al. Nature Medicine 17; 1570-6, 2011

Zhu H et. Nature Reviews Genetics 12; 266-75, 2011

Birket M et al. Nature Biotechnology 33; 970-9, 2015

Para experimentacion farmacolégica y para su uso en medicina
reparadora y regenerativa



Ventaja del uso de las células IPS




Inconvenientes técnicos

e — T

MF Pera y K Hasegawa
Nature Biotechnology 26; 59-60, 2008




Experiencias preclinicas en
animales
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%f@ Experiencias preclinicas en ratones con hemofilia A

Adicionalmente a las dos experiencias preclinicas comentadas en el
discurso de ingreso de la RAMCV, en el afio 2009 se obtuvieron células iPS
a partir de fibroblastos de la cola de ratones que posteriormente se
diferenciaron a células endoteliales y células progenitoras endoteliales,
comprobando que estas células producian factor VIII de la coagulacion

Posteriormente las células endoteliales o sus progenitoras producidas se
inyectaron a ratones con hemofilia A comprobandose que el factor VIl se
incrementaba hasta un nivel de un 8% a 12%

Desde un punto de vista clinico se constato que los ratones trasplantados
sobrevivian mucho mas tiempo que los ratones del grupo control

Xu D, et al. PNAS 106; 808-813, 2009



Experiencias preclinicas en ratones con infarto de miocardio

A partir de fibroblastos humanos se producen células iPS que se insertan
en morulas de ratones

De las células embrionarias de dichos ratones se pueden derivar
cardiomiocitos, que se pueden transferir a corazones de ratones
enfermos, consiguiendo la mejora funcional de los mismos

Lo que sugiere que las células iPS podrian ser utiles en el tratamiento de
la enfermedad cardiaca

Nelson et al. Circulation 120; 408-416, 2009

Wernig M et al. PNAS 105; 5856-61, 2008




Revision del estado del arte en relacidon con
la utilidad experimental y clinica de las
células IPS en este momento
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Revision del estado del arte en relacion con la utilidad experimental y
clinica de las células IPS en este momento

McKernan et al. Nature Biotechnology 31; 875-7, 2013




Células IPS obtenidas de células adultas de distintas patologias

Tipo de Nombre de Tipo de células Se han
enfermedad Primer autor | Revista enfermedad Causa genética | obtenidas evaluado
farmacos

Neurologica Soldner, F Cell 136; 964-977, 2009 Enfermedad de | Poligénica Neuronas ND
Parkinson dopaminérgicas

Neurologica Nguyen, HN Cell Stem Cell 8; 367-280, 2011 | Enfermedad de | Poligénica (con | Neuronas Si
Parkinson mutacion dopaminérgicas

LRRK?2)

Neurologica Dimos, JT Science 321; 1218-1221, 2008 Esclerosis Poligénica Neuronas motoras | ND
lateral
amiotrofica

Neurologica Ebert, AD Nature 457; 277-280, 2009 Atrofia espinal | Monogénica Neuronas motoras | Si
muscular

Neurologica Lee, G Nature 461; 402-406, 2009 Disautonomia Monogénica Células de la Si
familiar cresta neural

Neurologica Marchetto, Cell 143, 527-539, 2010 Sindrome de Monogénica Neuronas Si

MC RETT

Neurologica Park, I Cell 134, 877-886, 2008 Enfermedad de | Monogénica ND ND
Huntington

Neurologica Ku, S Cell Stem Cell 7; 631-637,2010 | Ataxiade Monogénica ND ND
Friedreich

Neurologica Quiang, L Cell 146; 359-371, 2011 Alzheimer Poligénica Neuronas No

Neurologica Brennand, KJ | Nature 473;221-225, 2011 Esquizofrenia Poligénica Neuronas Si

glutaminérgicas




Células IPS obtenidas de células adultas de distintas patologias

Tipo de Primer Revista Nombre de Causa Tipo de células Se han
enfermedad autor enfermedad genética obtenidas evaluado
farmacos

Sangre Raya, A Nature 460; 53-59, 2009 Anemia de Monogénica Células ND
Fanconi sanguineas

Sangre Urbach, A Cell Stem Cell 6; 407-411, Sindrome X Monogénica ND ND

2010 fragil

Sangre Zhaohui, Y Blood 114; 5473-5480 Trastornos Poligénica Hematopoyéticas | No
Mieloproliferativos

Cardiaca Moretti, A N Engl. Med 363; 1397-1409, Sindrome de QT Monogénico Cardiomiocitos Si

y muscular 2010 1 largo

Cardiaca Itzhaki, I Nature 471, 225-229, 2011 Sindrome de QT Monogénico Cardiomiocitos Si

y muscular 2 largo

Cardiaca Carvajal Nature 465; 808-812, 2010 Sindrome Monogénico Cardiomiocitos ND

y muscular -Vergara, X LEOPARD

Cardiaca Yazawa, M Nature 471; 230-234, 2011 Sindrome Monogénico Cardiomiocitos Si

y muscular Timothy

Cardiaca Zhang, J Cell Stem Cell §; 31-45, 2011 Progeria de Monogénico Células ND

y muscular Hutchinson musculares lisas,
Gilford c¢lulas madre

mesenquimales

Cardiaca Liu, GH Nature Progeria de Monogénico Células ND

y muscular doi:10.1034/nature09879 Hutchinson musculares lisas
Gilford

Cardiaca Park, IH Cell 134, 877-886, 2008 Distrofia Monogénico ND ND

y muscular muscular de

Duchenne




Células IPS obtenidas de células adultas de distintas patologias

Tipo de Primer autor Revista Nombre de Causa Tipo de Se han
enfermedad enfermedad genética células evaluado
obtenidas farmacos
Pancreatica Maehr, ST Procl Natl Acad Sci Diabetes tipo 1 Poligénica Células ND
Productoras
de insulina y
glucagon
Hepatica Rashid, ST J. Clin. Invest. 120; Deficiencia de Monogénica hepatocitos Si
3127-3136, 2010 Al antitripsina
Otras Agarwal, S Nature 464; 292 Disqueratosis Monogénica iPS No
298, 2010
Otras Yang, J J. Biol. Chem 285; Sindrome de Monogénica Neuronas ND
40303-40311, 2010 Prader-Willi
Otras Chamberlain, SJ Proc. Natl Acad. Sci Sindrome de Monogénica Neuronas ND
USA 107; 17668 Angelman y
17673,2010 Prader-Willi
Otras Park, IH Cell 134, 877-886, Sindrome de Monogénica ND ND
2008 Down




Revision del estado del arte en relacion con la utilidad experimental y

clinica de las células IPS en este momento

El segundo objetivo es tratar de utilizarlas para derivar células de
distintos tipos de tejido que puedan ser usadas en la medicina
reparadora y regenerativa

Hasta ahora se han podido diferenciar numerosos tipos de células
somaticas de animales adultos a partir de las células iPS

Tiscornia G et al. Nature Medicine 17; 1570-6, 2011

Zhu H et. Nature Reviews Genetics 12; 266-75, 2011

Birket M et al. Nature Biotechnology 33; 970-9, 2015




Utilizacion de las células IPS en el
area clinica
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Utilizacion de las células IPS en el area clinica

Kamao H et al. Stem Cell Reports 2; 205-18, 2014




Utilizacion de las células IPS en el area clinica
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Garber K. Nature Biotechnology 33; 890-1, 2015




Nuevas posibilidades de uso
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Nuevas posibilidades de uso




Nuevas posibilidades de uso

Una posibilidad incluso mas atractiva que se ofrece es combinar la
reprogramacion celular con la edicion genética, utilizando la metodologia
CRISPR-Cas 9 que permite de una forma sencilla y econdmica modificar el
genoma humano para tratar de eliminar las alteraciones genéticas de
distintas enfermedades

Utilizando esta técnica se pueden generar células iPS con la alteracidn
genética corregida de las que se pueden derivar lineas celulares para el
tratamiento de la enfermedad originaria

Hotta A et al. Annual Review of Genetics 49; 47-70, 2015

Park C et al. Cell Stem Cell 17; 213-220, 2015



Nuevas posibilidades de uso

B, W

Osborn M et al. Mol Ther 21; 1151-9, 2013

Ma N et al. J Biol Chem 288; 34671-9, 2013




Nuevas posibilidades de uso
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Nuevas posibilidades de uso
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Sharma A et al. Science 350; 640, 2015
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g@ Creacion de quimeras humano-animal. Apoyo financiero

Pocos proyectos de investigacion han tenido una ayuda econdmica tan
destacada como el proyecto que se esta comentando, pues los NIH de
Estados Unidos dedicar un fondo de 500.000 ddlares anuales durante 5
afnos para llevarlas a cabo

Pero dados los problemas éticos que suscitaban el 23 de septiembre de
2015 los NIH comunicaron a Izpisua dejaba de financiar sus experiencias
hasta que la Agencia revisase a fondo las investigaciones que se estaban
llevando a cabo, instando a cientificos y bioéticos destacados a una
reunion del 6 de noviembre de ese mismo ano para evaluar el tema

Vogel. Science 14 Oct 2015



Creacion de quimeras humano-animal. Apoyo financiero




Creacion de quimeras humano-animal. Experiencias del grupo de Izpisua

Pero dado el potencial que estas experiencias podian tener un grupo de
expertos bioéticos y cientificos de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Stanford enviaron una carta a los NIH para que revocara la
orden de retirar los fondos para las investigaciones de Izpisua

La carta fue publicada en Science el mismo 6 de noviembre, es decir el
mismo dia en que se iba a reunir el grupo de expertos para valorar los
problemas éticos que estas investigaciones suscitan

Stanford University Medical Center 5 nov 2015



Creacion de quimeras humano-animal. Solicitud de moratoria

Phys.org 7-x-2015




Creacion de quimeras humano-animal. Nuevas experiencias

www.ucam.edu/consiguen-generar-tejidos-y-organos-en-animales




Creaciéon de quimeras humano-animal. Nuevas experiencias del grupo de Izpisua

Con este objetivo el mismo grupo de Izpisua ha editado 392 cigotos en los
gue han eliminado el gen responsable de la produccion de las células B-
pancreaticas, las productoras de insulina.

A dichos animales se les inyectaron células troncales embrionarias
humanas o células iPS para que proliferaran en el lugar del 6rgano ausente
y asi producir el érgano deseado, que aunque inserto en un animal tendria
un genoma practicamente humano.

Yoshihara, E et al. Cell Metabolism 23; 622—634, 2016

Hasta hora comenta Pedro Guillén, coautor del trabajo que «hemos
creado siete cerditos con pancreas humanizados»

Valenzuela, A. Papel. 4-07-16

También estan experimentando con otros 4 tipos de tejidos y 6rganos:
cartilago, cornea, pancreas y rindn



Ultimas experiencias del grupo de Izpisua

El pasado julio la periodista América Valenzuela publicaba un articulo con
el titulo «el proximo trasplante sera de cerdo». En él se comentaban las
experiencias que lzpisua esta realizando

Ante la posibilidad de que dicha periodista tuviera mas informacion sobre
dichas experiencias nos pusimos en contacto con ella para poder
puntualizar si dichas experiencias se habian realizado con células
embrionarias o células iPS

Con fecha 7 de mayo de 2016 nos contestaba, en correo privado, que
habia consultado el tema directamente con los expertos implicados en |la
investigacion, Guillén e Izpisua, y le habian comentado que dentro de poco
se iba a publicar un nuevo articulo con nuevos detalles al respecto.
Nosotros no hemos podido constatar que ese articulo haya ya sido
publicado

Valenzuela, A. Papel. 4-07-16




Situacion actual




Situacion actual. Aspectos médicos a solucionar

La existencia de reprogramaciones incompletas, lo que puede depender
del tipo de células somatica utilizada para ser reprogramada

Kim et al. Nature Biotechnology 29; 1117-9, 2011

La baja eficiencia de las técnicas empleadas, especialmente en lo que hace
referencia al porcentaje de células obtenidas tras los procesos de
diferenciacion, pues ello constituye una dificultad para su aplicacion
clinica

Patsch C et al. Nature Cell Biology 17; 994-1003, 2015

El fendmeno de la mutagénesis, posiblemente debido a la insercion de
genes exogenos codificantes de los factores de transcripcion que pueden
producir tumores en las células utilizadas

Selvaraj V et al. Trends Biotechnol 28; 214-23, 2011
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