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OBJECTIUS

HIPOTESIS

Determinar si la tecnica de diferenciacio de
* El tractament amb ASOs és motoneurones a partir de hiPSC és efectiva

efectiu i aixo resulta en un per estudiar 'AME en humans.
increment de SMN en
motoneurones de pacients

amb AME tractades respecte Observar si el tractament amb oligonucledtids

les no tractades. antisentit ajuda a incrementar els nivells de
proteina SMN en MNs amb AME tractades.
Determinar si aquest increment varia segons el

e Si la funci® mitocondrial de moment d'inici del tractament.
les motoneurones de malaits
d'AME estd afectada, aixd pot . " .

. | Determinar mitjancant el Seahorse (Real time
contribuir B < e, cell metabolic analysis) si hi ha diferencies

degenerQCié- entre la respiracio cel-lular de motoneurones
sanes i motoneurones amb AME.




PART TEORICA

En I'AME, les MNs afectades sén les inferiors.

Aquestes MNs només sOn accesibles en teixits post
mortem.

Aquest fet ha dut al desenvolupament de la tecnica
de diferenciacié de MNs a partir de cel-lules mare
(hiPSCs).
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PART TEORICA
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| PART PRACTICA




| PART PRACTICA IMMUNOFLUORESCENCIA

PREPARACIO DE LES MOSTRES PERMEABILITZACIO
@ FIXACIO DE LES MNs @ BLOQUEIG
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| PART PRACTICA IMMUNOFLUORESCENCIA

@ IMMUNOTINCIO @ MUNTATGE DE LES MOSTRES @ OBSERVACIO AL MICROSCOPI
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Jk Anti-rabbit amb J Anti-sheep amb

fluorocrom verd fluorocrom vermell




PART PRACTICA WESTERN BLOT
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| PARTPRACTICA WESTERN BLOT

@ ELECTROFORESI @ TRANSFERENCIA @ BLOQUEIG
@ IMMUNOTINCIO | DETECCIO
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PART PRACTICA ANALISI SEAHORSE

OLIGOMICINA
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R E s U I_T ATS Contrast de fas Hoechst . Blll-Tubulina
IMMUNOFLUORESCENCIA TR

La majoria de hiPSCs es van diferenciar cap a MNs
exitosament, desenvolupant totes les seves
caracteristiques. SOMA

Contrast de fase

NEURITES

HB9

Positiu Negatiu
Blll-tubulina 97.000 3.000
ChAT 98.500 1.500
Contrast de fase Hoechst ChAT
HB9 97.990 2.010
Mitjana 97.83 2.17




| RESULTATS WESTERN BLOT
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En general s'observa un increment de SMN en les mostres tractades amb els ASOs



| RESULTATS ANALISI SEAHORSE
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S'observa clarament que la
respiracio cel-lular de les MNs
amb AMET és inferior a la de
les MNs d'una persona sana.



| CONCLUSIONS

La tecnica de diferenciacio de MNs a partir de hiPSCs és
efectiva per l'estudi en humans de 'AME.

El tractament amb ASOs ajuda a incrementar els nivells
de proteina SMN produida per les MNs afectades d’AME.

La funcidé mitocondrial de les MNs de pacients amb AME
esta afectada.




L’EXPERIENCIA
ITINERA




FORMACIO LABORATORIS DE CULTIUS
Amb I'expedicid del certificat corresponent.

PRESENTACIONS DE MASTERS

Apendre sobre la metodologia d'altres
grups de treball i adquirir coneixements
en altres ambits de la salut.

REUNIONS DEL GRUP DE TREBALL

Veure com es coordinen els components Coneixer de primera ma el

d’'una unitat de treball. funcionament d'un laboratori de
recerca i dels diferents grups de

EXPERIMENTS DEL GRUP DE TREBALL treball.

Coneixer la resta de linies d'investigacio
del grup de treball on estas.
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