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RESUMEN

La obtencion de células de pluripotencia inducida (iPS) a partir de células somaticas ha proporcionado al campo de la
medicina regenerativa una nueva herramienta para la terapia celular, evitando los problemas éticos relacionados con las
células madre embrionarias (ESC) (Ronen et al. 2012). Las iPS, al igual que las ESC, son capaces de diferenciarse hacia
distintos tipos celulares por lo que pueden derivarse a modelos celulares de enfermedades, apropiados tanto para la
investigacion basica como para el ensayo de nuevas terapias. La fuente habitual de iPS son fibroblastos obtenidos de una
biopsia de piel. En nuestro caso, el objetivo es poner a punto un sistema de generacion de modelos celulares a partir de
sangre periférica, que es el tejido adulto mas accesible, por lo que la obtencién de muestras es mucho menos invasivo, y
ademés permite el acceso a numerosas muestras almacenadas en los bancos de sangre (Phillips et al. 2012).
Concretamente, en nuestro proyecto pretendemos obtener epitelio pigmentario de la retina (RPE) a partir de monocitos de
pacientes con degeneracion macular (AMD) portadores de un genotipo de susceptibilidad a la enfermedad.

La metodologia seguida ha consistido en el cultivo de monocitos sanguineos y su transformacién a iPS mediante la expresion
de factores de reprogramacion introducidos en la célula mediante el virus Sendai (SeV). El SeV es un virus no integrativo y se
emplea como portador de los factores de transcripcion claves para activar la pluripotencia, es decir, permite la expresion de
transgenes sin el riesgo de modificacién del genoma del hospedador (Fusaki et al. 2009). Ademas, la eficiencia de generacion
de iPS con el SeV es significativamente mayor que con otros métodos como la reprogramacion por mARN o mediante
vectores episomales.

Los clones de iPS obtenidos, antes de su diferenciacion hacia RPE, han de ser caracterizados mediante la comprobacion de
la ausencia del SeV (por PCR), la expresion de marcadores de pluripotencia, mediante inmunocitoquimica y PCR (OCT4,
SOX2, SSEA-4, NANOG) y ensayos de fosfatasa alcalina. Los resultados obtenidos nos permiten comprobar que la
reprogramacion ha sido satisfactoria.

Hasta el momento, hemos sido capaces de reprogramar células sanguineas hacia iPS y mantenerlas. El siguiente paso sera
empezar a optimizar los protocolos de diferenciacién hacia RPE. Tras caracterizarlo procederemos a realizar todo el proceso
de reprogramacion y diferenciacion con muestras de pacientes con AMD.
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