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Determinar si la tècnica de diferenciació de
motoneurones a partir de hiPSC és efectiva
per estudiar l’AME en humans.

Observar si el tractament amb oligonucleòtids
antisentit ajuda a incrementar els nivells de
proteïna SMN en MNs amb AME tractades.
Determinar si aquest increment varia segons el
moment d’inici del tractament.

Determinar mitjançant el Seahorse (Real time
cell metabolic analysis) si hi ha diferències
entre la respiració cel·lular de motoneurones
sanes i motoneurones amb AME.

OBJECTIUS

El tractament amb ASOs ésEl tractament amb ASOs és
efectiu i això resulta en unefectiu i això resulta en un
increment de SMN enincrement de SMN en
motoneurones de pacientsmotoneurones de pacients
amb AME tractades respecteamb AME tractades respecte
les no tractades.les no tractades.

HIPÒTESIS

Si la funció mitocondrial deSi la funció mitocondrial de
les motoneurones de malaltsles motoneurones de malalts
d’AME està afectada, això potd’AME està afectada, això pot
contribuïr a la sevacontribuïr a la seva
degeneració.degeneració.



PART TEÒRICA

DIFERENCIACIÓ DE MNs A PARTIR DE hiPSCsEn l’AME, les MNs afectades són les En l’AME, les MNs afectades són les inferiorsinferiors..

Aquestes MNs només són accesibles en teixits Aquestes MNs només són accesibles en teixits postpost
mortem.mortem.

Aquest fet ha dut al desenvolupament de la tècnicaAquest fet ha dut al desenvolupament de la tècnica
de diferenciació de MNs a partir de de diferenciació de MNs a partir de cel·lules marecel·lules mare
(hiPSCs).(hiPSCs).



PART TEÒRICA

Els gens Els gens SMN1 SMN1 i i SMN2 SMN2 produeixen la proteïna SMN.produeixen la proteïna SMN.

El gen El gen SMN1 SMN1 està absent en l’AME i per tant, no es produeixestà absent en l’AME i per tant, no es produeix
proteïna.proteïna.

En el gen En el gen SMN2 SMN2 s’exclou l’exó 7 i un 90% de la proteïna ques’exclou l’exó 7 i un 90% de la proteïna que
sintetitza està truncada.sintetitza està truncada.

El tractament amb ASOs té l’objectiuEl tractament amb ASOs té l’objectiu
d’interferir en la inclusió de l’exó 7 per tald’interferir en la inclusió de l’exó 7 per tal

que que SMN2 SMN2 produeixi més proteïna SMNprodueixi més proteïna SMN
funcional.funcional.



PART PRÀCTICA

La tècnica de
diferenciació de
MNs a partir de

hiPSC és efectiva?

IMMUNOFLUORESCÈNCIA WESTERN BLOT ANÀLISI SEAHORSE

El tractament
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eficaç?

Està afectada la
funció

mitocondrial de
les MNs amb

AME?



PART PRÀCTICA

02
FIXACIÓ DE LES MNs01

PREPARACIÓ DE LES MOSTRES

04
BLOQUEIG03

PERMEABILITZACIÓ

IMMUNOFLUORESCÈNCIA

ESQUEMA DE L’EXPERIMENT



PART PRÀCTICA IMMUNOFLUORESCÈNCIA
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PART PRÀCTICA WESTERN BLOT
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PART PRÀCTICA ANÀLISI SEAHORSE
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RESULTATS
IMMUNOFLUORESCÈNCIA

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

característiques.



RESULTATS WESTERN BLOT

7 dies in vitro 20 dies in vitro

En general s’observa un increment de SMN en les mostres tractades amb els ASOs



RESULTATS ANÀLISI SEAHORSE

S’observa clarament que la
respiració cel·lular de les MNs
amb AME1 és inferior a la de
les MNs d’una persona sana.



CONCLUSIONS

La tècnica de diferenciació de MNs a partir de hiPSCs és
efectiva per l’estudi en humans de l’AME.

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

La funció mitocondrial de les MNs de pacients amb AME
està afectada.





Amb l’expedició del certificat corresponent.Amb l’expedició del certificat corresponent.
FORMACIÓ LABORATORIS DE CULTIUSFORMACIÓ LABORATORIS DE CULTIUS

Apendre sobre la metodologia d’altresApendre sobre la metodologia d’altres
grups de treball i adquirir coneixementsgrups de treball i adquirir coneixements
en altres àmbits de la salut.en altres àmbits de la salut.

PRESENTACIONS DE MÀSTERSPRESENTACIONS DE MÀSTERS

Veure com es coordinen els componentsVeure com es coordinen els components
d’una unitat de treball.d’una unitat de treball.

REUNIONS DEL GRUP DE TREBALLREUNIONS DEL GRUP DE TREBALL

Coneixer la resta de línies d’investigacióConeixer la resta de línies d’investigació
del grup de treball on estàs.del grup de treball on estàs.

EXPERIMENTS DEL GRUP DE TREBALLEXPERIMENTS DEL GRUP DE TREBALL

Coneixer de primera mà el
funcionament d’un laboratori de

recerca i dels diferents grups de
treball.
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