CELULAS STEM

Dra Alicia Lorenti




Células troncales

Células stem

Ceélulas madre

Ceélulas transitorias




QUE SON LAS CELULAS STEM

SE DEFINEN POR SUS
CARACTERISTICAS FUNCIONALES

v’ Indiferenciacion
v  Automantenimiento

v Proliferacion
v'Produccion de progenies indiferenciadas

v'Regeneracion de tejidos pos-injuria




INDIFERENCIACION

Son células no especializadas

No tienen marcadores de diferenciacion

No son funcionales

Activacion de genes,

DIFE RENCIACIéN cambios cualitativos

en el fenotipo

Cambios cuantitativos

MADURACION en el fenotipo




ESTIMULO DE DIFERENCIACION
DE LAS CELULAS STEM

Qué controla la De donde vienen las
condicion de celula senales de
stem diferenciacion

Oct-4 (Asociado a totipotencialidad)
Wnt/p-catenina (Activa la proliferacion)
Notch

BMP (bone morphogenic protein)

miRNA (regulan 61+ 5)




CAPACIDAD PROLIFERATIVA

Que tienen la capacidad de realizar ciclos
de division celular por largos periodos de
tiempo

Las células stem no estdn en proliferacion
permanente.

Son quiescentes, y se
activan en situaciones
especiales




AUTOMANTENIMIENTO

Capacidad de mantener el
numero de células stem
relativamente estable
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AUTOMANTENIMIENTO DE
CELULAS STEM

Poblacion estable Disminucion de la
poblacion

A
N\

Aumento de la
poblacion

Morrison S. Asymmetric and symetric stem cell divisions in development
and cancer. Nature 2006; 441: 1068-74




PRODUCCION DE PROGENIES

Células
diferenciadas

Ceélula stem

Células progenitoras




Criterio
Diferenciacion

Proliferacion

Automantenim.

Progenies
numerosas

Regeneracion
pos-injuria

Progenitoras
Aparece
Si

No

Limitadas

Temporaria

Maduras
Si
No

No

No




PARTICIPACION EN LA
REGENERACION

Regeneracion fisiologica
(homeostasis)

Regeneracion pos-
injuria




CLASIFICACION DE LAS
CELULAS STEM

Origen

Embrionarias
Embrionarias germinales

Adultas

Potencialidad

Totipotenciales
Pluripotenciales
Multipotenciales
Potencialidad restringida




CELULAS STEM EMBRIONARIAS

En la masa celular interna
del blastocito (4-5 dias)

CELULAS STEM EMBRIONARIAS
GERMINALES

En la cresta gonadal fetal.
Desarrollan en gametas maduras

CELULAS STEM ADULTAS

En tejidos/organos adultos
Producen las células
funcionales




Células stem totipotentes

Células stem embrionarias pluripotentes
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Células stem multipotentes

Células stem oligopotentes
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Potencialidad

Progenies de células progenitoras

Ceélulas diferenciadas

Células terminalmente diferenciadas




Totipotencialidad

Pluripotencialidad

Blastocisto




Diferenciacion de stem cells embrionarias

DIFFERENTIATION PATHWAYS OF EMBRYONIC STEM CELLS
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CELULAS STEM EMBRIONARIAS

Células que pueden ser cultivadas
indefinidamente in vitro, como poblacion
autorrenovable, pluripotente

v'Cudles son las condiciones de cultivo para

mantener esas caracteristicas por periodos

pr'olongados (feeder-layer, factores de crecimiento,
factores de transcripcion, etc)

v'El cultivo puede inducir alteraciones
epigenéticas que afecten el potencial de
desarrollo

Ohtsuka S. Gene Therapy, 2007 Nov 8
Pannetier M. Trends Biotechnol 2007, Nov 3




Totipotentes Células stem segun su
(Cigoto) ST
potencialidad

Pluripotentes — (Adulto?)

(Blastocisto)

~

Multipotentes Adulto

——— Oligopotentes il

ﬁ
Adulto

l —— Monhopotentes
ﬁ

Flujo irreversible
o reversible?




CUAL ES EL ORIGEN DE LAS
CELULAS STEM
ADULTAS/SOMATICAS?

Derivan de las células stem
embrionarias y se alojan en nichos
especificos

Derivan de las células stem
embrionarias en las
laminas germinales

Sell S. Critical Reviews in OncologyHematology, 2004; 51: 1-28




CELULAS CELULAS
EMBRIONARIAS ADULTAS

La expresion diferencial de genes es el
resultado de cambios epigenéticos

REVERSIBLES impuestos sobre el genoma

durante el desarrollo

Hochedlinger K. Nature, 2006; 441: 1061-7




Células stem somaticas: PLASTICIDAD

Es la capacidad de una célula stem de
transformarse en otra diferente, saltando
incluso barreras de linaje y lamina germinal

Las células pueden entrar a un estadio de célula
stem en forma reversible

MECANISMOS

v Reprogramacion y cambio en la
determinacion celular, originando tipos celulares de diferente linaje

v Formacion de genomas poliploides

v Nanotubos entre redes
de células y transferencia de material entre ellas




Participacion de las células stem en
homeostasis y reparacion

Alto recambio celular
Alto potencial regeneracion

> Bajo recambio celular

Alto potencial regeneracion

ﬁ . .
Bajo recambio celular

Bajo potencial regeneracion
Contribucion de células stem a D ——

homeostasis y reparacion

Sangre Higado Parénquima pulmonar
Epidermis Mdusculo esquelético Cerebro
Epitelio intestinal Pequefia vasculatura Retina

Epitelio mamario Corteza adrenal Corazon
Endotelio vascular Pancreas Rifon

Hochedlinger K. Nature, 2006; 441: 1061-7




Las células stem somdticas son especificas
de un tejido y por lo tanto tienen un
espectro de diferenciacion restringido

Stem hemopoyéticas Células sanguineas

Stem hepaticas Hepatocitos/Ductales

Stem del epitelio Células epiteliales

Multipotent progenitor cells can be isolated
from posnatal murine bone marrow, muscle,
and brain. ogawa M. Exp Hematol 2002;30:7-10

Pluripotency of mesenchymal stem cells derived
from adult marrow. jiang v. Nature 2002;418:41-9




CELULAS STEM SOMATICAS

Las células stem somaticas tendrian un grado
de plasticidad que les permitiria cruzar las
barreras de linaje, tejido y ldmina germinal

Pueden existir células pluripotentes en el
individuo adulto, no solo en el embrion

Las células pueden entrar a un estadio de célula
stem en forma reversible

Zipori D. The stem state; plasticity is essential, whereas self-renewal
and hierarchy are optional. Stem Cells 2005; 23: 719-26




CELULAS STEM SOMATICAS

Las otras propiedades, incluso la auto-
renovacion, no serian determinantes

Pueden existir células pluripotentes en el
individuo adulto, no solo en el embrion

Las células pueden entrar a un estadio de
célula stem en forma reversible

La condicion de célula stem es un estado
mds que una entidad celular

The stem state: plasticity is essential, whereas self-renewal and hierarchy
are optional. Zipori D. Stem Cells 2005; 23: 719-26




¢COMO UNA CELULA SE TRANSFORMA
EN OTRA DIFERENTE?

Mecanismos

Transdiferenciacion

Fusion de genomas

Estructuras de transferencia




TRANSDIFERENCIACION

El microambiente estimularia a las células a
infegrarse, diferenciar y funcionar como
celula del nuevo tejido

Ocurre en condiciones fisioldgicas, o solo
despuées de un dano?

Son factores locales provenientes de las
celulas danadas o factores sistemicos?




Hepatocytes from non-hepatic adult stem cells. Alison M.Nature 2000;406:257

Turning brain into blood: a hematopoietic fate adopted by adult neural stem
cells in vivo. Bjornson C. Science 1999; 283: 534-7

Stem cell plasticity: from transdifferentiation fo macrophage fusion. Camargo
F. Cell Prolif 2004; 37: 55-5

Cardiomyocytes induce endothelial cells to trans-differentiate into cardiac

muscle: implications for myocardium regeneration. Condorelli 6. Proc Natl
Acad Sci 2001; 98: 10733-8

Generalized potential of adult neural stem cells.Clarke D.Science 2000;
288:1660-63

Turning blood into brain cells bearing neuronal antigens generated in vivo from
bone marrow. Mezey E. Science 2000; 290: 1779-82

Bone marrow cells regenerate infarcted myocardium. Orlic D. Nature 2001;
410: 701-5

Purified hematopoietic stem cells can differentiate into hepatocytes in vivo.
Lagasse E. Nature Medicine 2000; 6: 1229-34




MULTIPOTENCIALIDAD

4

Células
mesenquimales
de medula osea

TRANs/IFEREI\\w\A;CIéN

Células

ectodérmicas

p (neuronas)
Células

endodérmicas
(hepatocitos)




Puede demostrarse con certeza la
transdiferenciacion?

Muchos de los estudios de transdiferenciacion
se basaron en microscopia confocal con
fluorescencia

Los tejidos musculares estriados tienen
autofluorescencia

Los tejidos necrdticos tienen aumentada esa

autofluorescencia (acumulacién de lipofuscina,
pigmentos derivados de la sangre, flavinas)

Leucocitos derivados de MO pueden ser
confundidos con células stem




FUSION CELULAR

Formacion de genomas poliploides
entre células implantadas y celulas
huésped

La fusion produciria células
altamente inestables




Fusion of bone-marrow-derived cells with
Purkinje neurons, cardiomyocytes and

hZPOTOCYTQS. Alvarez-Dolado M.Nature, 2003; 425: 968-73

Haematopoietic stem cells do not
transdifferentiated into cardiac myocytes in

myocar'dial infarcts. Murry C. Nature, 2004; 428: 664-8

Cell fusion is the principal source of bone-marrow-
derived hepatocytes. wang X. Nature 2003; 422:897-901

Haematopoietic stem cells adopt mature

hematopoietic fates in ischaemic myocardium.
Balsam L.Nature 2004; 428: 668-73

No hubo evidencias de transdiferenciacion




ESTRUCTURAS DE TRANSFERENCIA

Conexiones intercelulares transitorias a

través de nanotubos (50-800nm diém: 5-120um
largo)

Intercambio transmembrana de proteinas,

organelas, factores de transcripcion

Proceso transitorio entre células
contiguas y redes de células

Koyanagi M. Cell-to-cell connection of endothelial progenitor cells with
cardiac myocytes by nanotubes. A novel mechanism for cell fate
changes. Circulation Research 2005. 96: 1039-41




MECANISMO QUE CAMBIA EL DESTINO
DE UNA CELULA?

Células humanas Miocitos cardiacos
progenitoras endoteliales de rata

Cocultivo

L"'--;____ E=7

Conexiones intercelulares transitorias (50-800nm diém: 5-120um)

Ceélulas mononucleadas con marcadores de ambas células

Trasporte de mitocondrias (cardiomiocitos a endoteliales)




Conexiones
Miocitos cardiacos de

rata (verdes)

GFP phase o nirast

Figure 3. AB, Time lapsa
video microscopy 24 hours
after initiation of coculture of
MitocTracker grean-labeled car-
diomyocytes and Dil-ac-LDL-
labeled EPC irad). Movie files
show movement of Mito-
Tracker grean-positive macro-
molecular complexas baetwaean
EPC and cardiomyocytes (see

il El'_.-l Dl onling data supplament).

Células humanas progenitoras
endoteliales (rojas)

Trasporte de mitocondrias
Circulation Research 2005




FUSION CELULAR?'{

I

OTROS
Varios mecanismos )~ ANTSMOS?

Quizads coexistan

Tosh D.Nature Reviews 2002; 3: 187-94




Mdsculo
esquelético
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Médula osea

Células
sanguineas
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estroma medular Celulas
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MUS§U|° Neuronas
cardiaco




QUE TEJIDOS ADULTOS TIENEN
CELULAS STEM

Sangre Médula ésea

~ \

Intestino__

Higado

1

Piel -

Pancreas
‘/er'ebr'o \ \

Mdusculo , Rifion
Corazon




DONDE SE UBICAN LAS CELULAS
STEM SOMATICAS?

Muchas de las células stem somaticas se
alojan en nichos especificos,
caracteristicos de cada tejido

El microambiente del nicho controla el
mantenimiento y comportamiento de las
celulas stem adultas




Medio ambiente externo

Senales de
diferenciacion

Senales que controlan la
condicion de stem

Interacciones
cel.-cel

Interacciones
celula-ME

GF, citoquinas

Spradling A. Stem cells find thier niche.

Nature 2001; 414: 98-104

Watt F. Out of eden: stem cells and thir niches.
Science 2000: 1427-30

Scadden D. The stem-cell niche as an entity of action.
Nature 2006; 441: 1075-9
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| - gene therapy |
- growth factors, | other cell |m|}ulnt|m1s.|

cytokines
hommones ’md
chemicals

STEM CELLS —

insoluble factors

= enctracallular matrix axternal mechanica
molacules loading

: |
- immobilised adhesion | -compressive stress i
ligands ] - shear strass

biomaterial mechanigdl, hydrostatic pressure
and structural fate decision - cyclic stretch

- salf-renawal

prﬁmltlﬂﬁ - differantiation
- apoptosis
- migration

Figure 1. Mulipla 5ing i roe nvi ronment

influence stem cell fate decision.

Alsberg E. Expert Opin Biol Ther. 2006:6:847-66
Kasper 6. Stem Cells 2007; 25: 1985-94




NICHOS DE CELULAS STEM
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CELULAS STEM EN LA EPIDERMIS: cémo
se comportan en la
homeostasis/regeneracion

Cada foliculo piloso contiene un
reservorio de células stem
(bulge) normalmente quiescentes

ey in vivo

PIEL NORMAL /\

En cada ciclo piloso Como respuesta a un
estas células daho, las mismas
regeneran un nuevo células reepitelizan la
foliculo epidermis durante la

cicatrizacion

|"l b
faliculo o




ACTIVACION DE LAS CELULAS
STEM: Foliculo piloso o epidermis

Nuevo tinel piloso
Bulge ;
Celulas stem

Foliculo piloso en
degeneracion

suprabasales

Papila
dérmica




REGENERACION DE EPIDERMIS

Membrana Células

0 %
Q0
o

basal

Célula stem




Differentiating
Cells

Stem Cell Amplifying
Cells

Holoclon Meroclon Paraclon




ESTRUCTURA HEPATICA
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NICHO DE CELULAS STEM EN EL
HiGADO ADULTO




DESARROLLO EMBRIONAL Y
POSNATAL DEL HI6ADO

o Células
O O endodérmicas
: 7 multipotenciales
Migracion en ,\
el septo
transverso

Hepatoblastos
bipotenciales

Contacto con el
mesénquima por‘fal7
Progenn‘ora bipotencia

Célula ductal
biliar o
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Diferenciacién en el Banal de Diferenciacion
Maduracion HRgring Maduracion
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REGENERACION HEPATICA

Danos leves o0 moderados

Células diferenciadas que reingresan en
el ciclo celular y regeneran el tejido
dainado

Todos los tipos
celulares
hepaticos se
dividen
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Days after partial hepatectomy




REGENERACION HEPATICA
Danos masivos

Activacion de las células stem hepaticas

Compartimiento de
células ovales (canal de
Hering)

Ducto biliar @QQQD%”GU

Q'QQQQU*_%”’

Activacion de
progenitoras

Células ovales €O €©& O ©
biliares

o O

Células progenitoras




CARACTERISTICAS DE LAS
CELULAS OVALES

c-met Alb

AlfaT-antitips Hepatocito
GO6P
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Conducto vl OV6
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CELULAS STEM CARDIACAS?

Una fraccion de los cardiomiocitos podria reingresar
en el ciclo de division celular

Después de una injuria, existiria reclutamiento de
células stem residentes y/o circulantes

El corazon tendria un nicho de células stem que
pueden reemplazar la lenta pérdida de células que se
produce a lo largo de la vida por apoptosis

Las células stem residentes no podrian sostener
la pérdida masiva por dafio isquémico/no isquémico

Trasplante celular




NICHO DE CELULAS STEM EN EL
CORAZON ADULTO

Una poblacion de células Isl-1+ serian
las células stem cardiacas endégenas

Estarian ubicadas en acimulos (auriculas)
o celulas aisladas (ventriculos)

Como se comportarian?

Proliferacion

Angiogénesis

Transdiferenciacion

Reclutamiento de células stem itinerantes?
Liberacion de factores paracrinos

Laugwitz K. Nature 2005; 433: 647-53
Wollert K. Circ Res 2005




MECANISMOS PROBABLES

Fusion de células trasplantadas
con cardiomiocitos residentes
Liberacion de
Proteccion de la Iigandos angiogénicos

muerte por apoptosis > : >
Induccion de proliferacion

de cardiomiocitos enddgenos

Reclutamiento de células
stem residentes/exogenas
Transdiferenciacion

Segers V. Nature 2008; 451: 937-42




Proliferation

Number and

e
L J

Stem/progenitor cells <

Disease state

CV risk factors, age, gender

Dosing, mode of delivery
Combination with cytokine treatment
Cell modification by gene transfer

functional capacity for:
« Mobilization from BM
« Survival after transplantation
* Engraftment
+ (Trans)differentiation
* Release of paracrine factors
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QUE CELULAS STEM SE ESTAN USANDO

v'Células stem de musculo esquelético: satélite

v'Ceélulas stem cardiacas residentes

v'Células stem de médula 6sea/tejido adiposo

Cardiac cell therapy--mixed results from mixed cells

Rosenzweig A. NEJM 2006.355:110-2
Segers V. Nature 2008; 451: 937-42

OTRA ALTERNATIVA

Movilizacion de células con factores de crecimiento
(SCF, 6-CSF)
Estimulacion de miogénesis y angiogénesis?
(Células progenitoras endoteliales)




CELULAS STEM PARA REPARACION
DE CARTILAGO ARTICULAR

- Osteoarthritis is a human condition. All homo

sapiens who live long enough have or will develop
osteoarthritis

Clin Orthop, 2004

Qhé soluciones existirian para evitar una
degeneracion que se considera inevitable?

NO BIOLéGICAS Protesis articulares

Ingenieria tisular
Trasplantes celulares

BIOLOGICAS




CARTILAGO ARTICULAR

Zona Superficial

{ Zonha Media

Zona Profunda




CARTILAGO ARTICULAR

ESTRUCTURA COMPLEJA QUE NO PRESENTA
CAPACIDAD DE REGENERACION




BIOMECANICA

In Vivo Mechanical Behavior

/’H |1 i’ | ’ ( Surface Zone

P = - High Flow In/Out

W - Fluid Pressure/Tension
~~p

4~~~  Contact Pressure
- Large Compressive Strains (consolidation)

- Tensile Surface Strains

Transitional Zone

- Low Fluid Flow
- Mainly Fluid Pressure
- Moderate Compressive Strains (consolidation)

Radial Zone

- Little Fluid Flow

- Fluid Pressure
- Small Compressive Strains (little consolidation)
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Tidemark
- No Fluid Flow

- Fluid Pressure
- No Compressive Strains (no consolidation)

- Interface Shear Strains

LI, K, Williamson A, Wang, A, Sah, L. "6rowth response of cartilage to static and
dynamic compression”. Clin Orthop, 391S, pp: S34-48. 2001




INGENIERIA DE TEJIDOS APLICADA A
REPARACION DE CARTILAGO

- COMPONENTES CELULARES

- Condrocitos
- Celulas stem

* MATRICES TRIDIMENSIONALES

- Acido Hialuronico' - Colageno

. FACTORES DE CRECIMIENTO




USO DE CELULAS STEM DE MEDULA
OSEA
Mesenchymal cell based repair of large full
thicknessdefects of articular cartilage

Wakitani S. J Bone Joint Surg 1994; 76

> Evaluacion histologica, macroscopica, mecanica

* Regeneracion, del cartilago Yy hueso subcondral

Ventajas de las células stem
Disponibilidad
Regeneracion de cartilago y hueso subcondral

Un solo tiempo quirdrgico




Reparacion de los defectos del cartilago articular
con células stem e injerto de condrocitos
autdlogos. Estudio experimental en conejos

+ 10 Conejos (New Zealand) (8 Meses edad)

- Rodilla derecha:

- Rodilla Izquierda: Control (Defecto sin Tratamiento)
- Evaluacion RMN
- Evaluacion Histoldgica

1) Se produce la regeneracion del cartilago articular?

2) Las células stem presentan mejor capacidad de
regeneracion?




EVALUACION
* RMN con densidad para cartilago

- 8 meses pos-operatorio

. HISTOLOGICO

- Hematoxilina-eosina
- Safranina
- Inmunohistoquimica




CARTILAGE REPAIR ASSESSMENT

Criteria Points

Degree of Defect Repair * In level with surrounding cartilage
| Protocol A " * 75% repair of defect depth
* 50% repair of defect depth
* 25% repair of defect depth
* 0% repair of defect depth

O =MWk

| Protocol B @ *100% survival of initially grafted surface

* 75% survival of initially grafted surface

50% survival of initially grafted surface

25% survival of initially grafted surface
0% (plugs are lost or broken)

O =M Wk

*

Il Integration to Border zone * Complete integration with surrounding cartilage

* Demarcating border < 1mm

* 3/4 of graft integrated, 1/4 with a notable border
>1mm width

* 1/2 of graft integrated with surrounding cartilage, |1
1/2 with a notable border > 1mm

* From no contact to 1/4 of graft integrated with 0
surrounding cartilage

[ IV =

11l Macroscopic Appearance * Intact smooth surface 4
* Fibrillated surface 3
* Small, scattered fissures or cracs 2
* Several, small or few but large fissures 1
* Total degeneration of grafted area 0
Overall Repair Assessment Grade | normal 12 P
Grade Il nearly normal 11-8 P
Grade Il abnormal 74 P
Grade IV severely abnormal 31 P
Cartilage Biopsy Location
(1) Protocol A: (2) Protocol B:
autologous chondrocyte implantation (ACI); Mossaicplasty, OAT, osteochondral
periosteal or perichondrial transplantation; allografts; others:

subchondral drilling; microfracturing; carbon
fibre implants; others:




JORMAL
SEVERAMENTE

NORMAL ANORMAL @ CONTROL

m STEMCELLS

0O ACI

TYPE 2 TYPE 3
TYPE TISSUE

» Terapias celulares regeneran cartilago articular
* Células stem mejor regeneracion del hueso subcondral

- Injerto de condrocitos no regenera capas superficiales




ALGUNOS EJEMPLOS DE APLICACIONES DE
CELULAS STEM EMBRIONARIAS

v'Lineas celulares embrionarias humanas:
potencial para aplicaciones en investigacion y/o
aplicacion clinica.

v Transfeccion de células stem embrionarias
humanas, durante su pluripotencialidad, y su
propagacion in vitro.

v'Induccion de diferenciacion dopaminérgica en
células stem embrionarias produciendo células con
propiedades de neuronas dopaminérgicas




ALGUNOS EJEMPLOS DE APLICACIONES DE
CELULAS STEM EMBRIONARIAS

v'Produccion de tubos microvasculares a partir
de células stem embrionarias: aplicacion en
angiogénesis terapéutica

v'Diferenciacion neuronal in vitro de células
stem embrionarias: obtencion de fenotipos
neuronales con perspectivas terapéuticas

v'Induccion de diferenciacion de células stem
embrionarias en condrocitos: uso en patologias
degenerativas de cartilago




"Early embryos can yield stem
cells and survive”

En estadio embrionario de 8-10 células, en
casos de diagnostico preimplantatorio:

Una célula es tomada y puesta en cultivo. Se
desarrollaron lineas celulares (8 meses) y
formaron diferentes tipos de tejidos

Pearson H. Nature 2006; 442: 858




PROBLEMAS CON LAS CELULAS
STEM EMBRIONARIAS

v'Problemas éticos: Origen de células

v'Problemas de biosequridad: teratomas?

v'Problemas legales: Desarrollo de
patentes




Células stem para terapias celulares

STEM CELL-BASED THERAPIES
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CUAL ES EL FUTURO?

Todos los tejidos adultos parecerian tener
células stem, aunque éstas son escasas y
dificiles de identificar

No todas las células stem somaticas tienen la
misma potencialidad

No estan claros los mecanismos de obtencion
de tipos celulares diversos

Existen células stem itinerantes? Responden a
un daio tisular? Cuadles son los estimulos que
reciben?




CUAL ES EL FUTURO?

Cudntas células stem hacen falta para

restaurar la funcionalidad de un tejido/organo
danado?

Cudl es el riesgo de alteraciones genéticas o

epigenéticas, tumores, etc?

Como se traducen esas alteraciones a nivel
clinico?

Como pueden ser identificadas in vivo/in vitro?
(RMN, Quantum dots o nanoparticulas fluorescentes)




CUAL ES EL FUTURO?

Cudntas células stem hacen falta para
restaurar la funcionalidad de un tejido/organo

danado?

Es posible manipularlas in vitro para tener un

nimero suficiente para trasplantarlas?

Qué artefactos se pueden producir in vitro?
(Stress celular en respuesta a la movilizacion de las

células de sus nichos, y cambios fenotipicos)




Selling the stem cell dream

Gran nimero de empresas
comerciales prometen terapias

celulares como los tratamientos
del futuro, sin rigurosos ensayos
clinicos

Enserink M. Science 2006; 313: 160-3




Selected Companies and Clinics Offering Stem Cell Therapies

Company Location
PATIENTS' O'WN CELLS
{allsAH=alm Leuvanhzim,

tha Nemarlands
Nauralita Moscow, Rusaia
Em{ell Kiew, Ukraina
Medra Malim, U.5A,
Baifing Xshan Institte for  Baifing, China
Neuraragenaration and
Funcfianal Racovary
Instituts for Regensrative  St. John, Barbados
Medicina
UMEILICAL CORD BLOOD CELLS
Eiamark Atlanta, U.S.A,
Advanced (all Therapeutics  Zunich, Switserland
Pravantive Madicine Cantar  Roftardam,

tha Nemerlanas

Conditions

Myacardial infardian, vascular dissase,
spinal cord injury, stroks

Neuralogical disaasas and injunies

Mare than 50, including neurcdogical disarders,
aging, impatance, diabates, cancer, HV

Mare than 20, including neurclogical disarders,
dapressian, autism, sickle 2l anemia
Spinal cord injury, ALS, and ather neurclogical
conditions

Mare than 40

ALS, Parkinson's, muscular dystrophy,
and others
Mare than 80

Mare than 50, including neuralogical, digestive,
and psychological disarders and aging

Fatients trested

NA

NA

Alm st 2000
in 13 yaars
Mare than 10K

Mare than 1000
sinee 2001

Mare than 50
sinee 2004

At lezst 23
m 2003

Mara than 604
in 4 yaars

Mare than 200
n 2 yaars

Cost ()

+25 000

~20 000

+15 000
KA

20 000

25,000

10,000 to
32000
5000

23 000

Remarks

Traatment fakes placa at clinics
in Turksy and Azerbaijan

Frocadures parformed in
Dominican Repubhc
Thousands mare an
waiting st

Treatment basad on research
in the former Soviet Umon

Na longer aparative;
foundars wantad by FEI
Traatmants performad at
12 collabarating dinics
workiwide

Ako traafs patients refemad by
Advancad Cell Therapautics

SO RCE . COWPANY AMD) CLIMIC WES SITES, NFD RMATION PACKAGES, INTERIEWS, ALSTOR, B TWMARE CRNUN AL ISI00] TMENT. MA=INFORMATION ROTANMELAZLE



El largo camino desde las células
stem hasta los productos
médicos

The Long Journey from Stem Cells
to Medical Product

There is much interest In developing stem cells and the cells derived from them as

therapies for freating human disease and injury] but many biological, technological and

regulatory hurdles have to be overcome before these cell therapies can be brought to
commercial fruition.

Parson A. Cell 2006; 125: 9-11




Cancer y terapias
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CUAL ES LA RELACION ENTRE
CELULAS STEM Y CANCER

Es un concepto aceptado que el cancer es una
enfermedad relacionada con las células stem.
El entendimiento de las seiales que controlan
el mantenimiento de la condicion de célula stem
conducira a un conocimiento mas profundo de
los mecanismos involucrados en el cancer, y
probablemente a nuevas terapias

Reya T. Stem cells, cancer, and cancer stem cells. Nature 2001:414:105-11




TISSUE REGENERATION AND CANCER PROGRESSION THROUGH ADULT STEM CELL PROGENITORS
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Qué caracteristicas de las células
stem estan relacionadas con el
cancer

Indiferenciacion Diferenciacion

Proliferacion Quiescencia
Poblacion estable Poblacion creciente

Nicho celular

Plasticidad




Diferenciacion

Proliferacion

No son mutuamente excluyentes

Célula
pluripotencial

+ 4

Proliferacion

Diferenciacion

Diferenciacion —— + terminal




CANCER Y ESTADIOS DE
DIFERENCIACION

Célula stem embrionaria

1 4 Célula stem

Cancer
embrionario l \4 Célula progenitora

Cancer
pobremente 1 \a

Célula terminalmente

diferenciado (UL

Cancer bien
diferenciado l

Tumor
benigno




COMO SE CONTROLA LA DIVISION
DE LAS CELULAS STEM

Division simeétrica
Senales de desarrollo P

N
Division asimeétrica N~
\a
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Senales ambientales

Diferenciada

Stem




Condiciones estacionarias
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CONTROL DE LA DIVISION ASIMETRICA

A- Localizacion asimétrica de reguladores de la polaridad celular

B- Determinantes de la diferenciacion segregados a una célula hija

C- Solo una célula hija recibe sefal del nicho de célula stem

La maquinaria que promueve la division celular
asimétrica tiene un rol importante en la supresion
de tumores

Morrison S. Nature 2006; 441: 1068




Cudl célula hija permanece como
stem y cual diferencia

Las senales de diferenciacion/mantenimiento
de la condicion de stem esta mediado por
varios caminos de sehnalizacion

v Oct-4

v BMP
v"HedgeHog

v Wnt/p-cateninas
v"Notch

v Familia Janus
v miRNA (regulan 61-S)
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Como actuan estos factores

Los mismos factores que mantienen la condicion
de célula stem pueden actuar como oncogenes.

Oct-4: mantiene la totipotencialidad y la divisién
simétrica. La pérdida de su expresion se asocia a
diferenciacion

Wnt/p-catenina: afecta la orientacion de los

cromosomas durante la mitosis. Mantiene el estado
proliferativo en estadios tempranos de la diferenciacion.
Inhibe la apoptosis

Estos factores estdn activados en varios tipos
de cadncer




Como actuan estos factores

BMP: proteinas de la superfamilia de TGF-p. Participan
en la regulacion de diferenciacion, proliferacion y
apoptosis. Su disregulacion estd relacionada con la
tumorigénesis. Su ausencia incrementa la progresion
neoplasica (cancer de colon y mama), su sobreexpresion
confiere fenotipo invasivo en la progresion del cancer

HedgeHog: esta involucrado en la formacién de
hiperplasia y su progresion hacia la transformacion
neopldsica. Este camino de seifalizacion podria ser un
potencial target quemoprofilactico para la carcinogénesis
gastrica

Cell Signal 2007: ahead of print Biochem Biophys Res Comm 2007;357:1084

Ann Surg Oncol 2007; ahead of print Br J Cancer 2007 ahead of print
Exp Cell Res 2007; 313: 1033 Int J Cancer 2007; ahead of print




Como actuan estos factores

miRNA: pequeias moléculas de RNA,
evolutivamente conservadas, que participan en la
diferenciacion, proliferacion, apoptosis y
mantenimiento de la condicion de stem. Regulan
negativamente la expresion génica a nivel pos-
transcripcional. Pueden actuar como oncogenes o
genes supresores. Podrian ser Gtiles como
marcadores diagndsticos

Eur J Cancer 2007; ahead of print
J Cell Sci 2007; 120: 1833




Hipoxia

Una disponibilidad disminuida de O2 es una
caracteristica del desarrollo embrionario y
también de tumores malignos

La hipoxia regula muchos factores de
transcripcion. Se producen cambios en la
proliferacion, angiogénesis, metastasis,
invasion, dediferenciacion y metabolismo

energético de las células. HIF (factor inducible
por hipoxia) esta sobre-expresado en tumores
solidos

Clin Transl Oncol 2007; 9: 278
Cell Mol Life Sci 2007; ahead of print




ANGIOGENESIS Y CANCER
Degradacion de vasos sanguineos
Neoformacion de vasos sanguineos

Metaloproteinasas

Degradacion
de membrana
basal

Vasos
sanguineos
Remodelacion

Invasion de Migracion de
tejidos vecinos células

Neoformacion

Metastasis
de vasos




El nicho de las células stem, sus
intferacciones y el cancer

Structural
PMetabaolic

Fhysical

Pamacrine

Scadden D. Nature 2006; 441: 1075




Contribucion del nicho de
las células stem al
desarrollo del cancer

a- Interacciones y ocupacion normales
del nicho

b- Ausencia de la célula stem normal del
nicho que resulta en ocupacion ectopica
por otra célula

c- Sefales del nicho que imponen senales
proliferativas o de dediferenciacion,
contribuyendo a un estado de desorden
de la organizacion y control del tejido

Scadden D. Nature 2006; 441: 1075




TERAPIAS DE DIFERENCIACION

El bloqueo de Oct-4 podria ser un enfoque

para controlar el estadio de diferenciacion
Critical Rev in Oncology/Hematology 2004

Los acidos retinoicos producen rediferenciacion o
bien pueden prevenir la dediferenciacion de varios

tejidos neoplasicos. Activan receptores nucleares
que up-reqgulan la expresion de genes de

diferenciacion.
Critical Rev in Oncology/Hematology 2004

Un derivado de la hidroxietil-urea promueve la
diferenciacion neuronal en neuroblastoma.
Mol Pharmacol. 2006




TARGETING DISTINCT ONCOGENIC PATHWAYS IN CANCER CELLS

MNotckh
prathwray

ECGF-EGFR

= h’- AR TN

[aias

Torgeting
tha CRNIY

SREERS, [N ﬂnnln

P reusisn
B il

{1

Mimeault M. Stem Cells 2006; 24: 2319




La autorrenovacion de las células stem, la
proliferacion de las células cancerosas, y
probablemente también el envejecimiento, son
regulados coordinadamente por redes comunes que
balancean la activacion de proto-oncogenes y
genes supresores de tumores

Un tema clave para el futuro es entender las sefales
que reciben las células stem para regular su division
asimétrica/simétrica, y para diferenciar o mantenerse
como célula stem.

El profundo entendimiento de estas regulaciones a nivel
molecular es relevante tanto para conocer la biologia
basica de las células stem, como para el control de las
mismas con perspectivas terapéuticas
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