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Reprogramacao celular

Desdiferenciacao de células somaticas de
modo a obter células com caracteristicas de
pluripoténcia

Células

Extractos Celulares: @;mﬂ VWAYA permeabilizadase ___

-
\. -

r}k z\h-k extracto
* Permeabilizacao membrana; ZN
 Extracto de células com reguladores

nucleares; Reprogramacao 4/
* Possibilidade de rediferenciar em multiplas

linhagens;

d Slmples Fig. 1 — Reprogramacdo a partir de extractos celulares

Moléculas sintéticas:

* Conduz células a novos fendtipos;
* N3o se percebe modo de accao;
* N3o se sabe as relacdbes com mecanismos epigenéticos.



Reprogramacao celular

Célula
Odcito Somatica

Transferéncia Nuclear Somatica:

~ e
 Capacidade de reprogramagao diminui com a ™ @ Nucleos
. .~ p s Removidos
diferenciagdo da celula somatica; \ l
Nucleo da célula
* Pouco sucesso em células humanas. | somtica inserido no
oocito

Fig. 2 — Reprogramacao celular por
transferéncia nuclear somatica .

Célula Célula
Estaminal Somatica
Embrionaria Adulta

Fusao Celular:

Fusdo Celular o Lo
*Possibilidade de tetraploidia;
* Remocao dos nucleos das células estaminais é dificil;
* Inibe a capacidade do citoplasma reactivar a

Célula ~ . N .
expressao de marcadores pIurlpotenC|a.

Pluripotente

Fig. 3 — Reprogramacao por fusdo celular.



Indugao de pluripoténcia

Fig. 4 — Reprogramacao celular por inducdo de pluripoténcia em células somaticas.

Crescimento e morfologia semelhantes a c-Myc e KIf4 sao oncogenes, com
células estaminais elevada probabilidade de mutagénese
Método de estudo para muitas doencas Eficiéncia de reprogramacao baixa

e potenciais farmacos

Possibilidade de terapia génica
especifica do paciente



Doenca de Alzheimer

Neurodegeneragao que leva a progressivas perdas de memadria e cognitivas

35 milhdes de pessoas, com tendéncia a aumentar...

Colinérgica Neurotransmissao deficiente

Amiloide-B | Placas extracelulares (Senile plaques)

Varias hipoteses

Tau PHFs e NFTs

Outras ROS, Inflamacao...

Desconhece-se como se relacionam na totalidade



Doenc¢a de Alzheimer - amildide B

Normal Alzheimer's
PETTIATRLC esaegs | pTn
‘ﬁ S s

T.'.

Oligomers

Fig.6 - Diferenca entre tecido saudavel e na doenga
de Alzheimer.

Cell Membrane

Beta-amyloid Peptide , e,
APP - Proteina percursora da amildide

Cell Surface S il6
S Gamma-secretase AmlIOdE'ﬁ

Fig.5 — Formacao de placas.




Doenc¢a de Alzheimer - amiléide

Non-amyloidogenic Amyloidogenic

sAPPo

Perturbacao da transmissao de
sinal nas sinapses

Functional |
synapse :

Fig.8 — Actividade enzimatica sobre APP
(LaFerla, 2007).

Yir PB-secretase (BACE1 _, \ *@ﬂ
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Fig. 9 — Actividade enzimatica sobre APP (LaFerla, 2008).



Doeng¢a de Alzheimer - Tau
Tsaluble tau ——— Cognitive
dysfunction

it AP and
ather factors i
CDES ; Microtubule
et depoly merization
& oo

GSK3p
MARK =
- oy
b, Taul .,
hy perphosphorylation 7 % %
NFTs clog
! nEUron

Disrupted axonal

transport

Axonal tfransport

Fig. 10 — Tau e a destabilizacdo dos microtubulos (LaFerla, 2008)

* Destabilizacdo dos microtubulos

* Tau hiperfosforilada sequestra tau normal

Transporte de componentes celulares perturbado




Doenca de Alzheimer - pleiotropia

* Stress oxidativo
* Inflamacgao aberrante

—————————

SO actuar sobre um factor nao
ira curar a doenga

Hyper- trmer'
phosphorlated MU

/ Mntochond ria
™
F-DS

Synaptic
Proteasome dysfunction

E necessario saber como todos estas
causas/efeitos se relacionam!

l{:} Dligomers‘

Fig.11 — Varios dos mecanismos que se observam na
doenca de Alzheimer (LaFerla, 2007)..



Doenca de Alzheimer — alvos terapéuticos

Tau

Neurotansmissores

Inflamagao

Stress oxidativo
Prevencao

Reparagao e
neuroproteccao

ALVOS EFEITO ESPERADO ABORDAGEM

Impedir hiperfosforilagao

Inibir formacao de placas

Melhorar neurotransmissao
Diminui¢ao da inflamagao
Diminuicao de ROS

Reducao de factores de risco

Aumentar mecanismos de
reparacdo/proteccao

Inibidores de cinases,
estabilizadores de
microtubulos...

Imunoterapia, inibidores de
secretases B ey...

Agonistas ou antagonistas de
receptores, inibidores de
acetilcolinesterase ...

Anti-inflamatorios
Anti-oxidantes

Reducao do colesterol, dieta,
estilo de vida...

Terapia géniég
substituicao de hormonas...



Doenca de Alzheimer Familiar (FAD)

Genes de susceptibilidade

1% dos casos de AD <——— Fap precoce FAD tardia SAD
Presenilina 1 APP Presenilina 2 Heranca de alelo €4 de
(#14) (#21) (#1) ApoE
25-60 anos 40-65 anos 45-84 anos (#19)
>50 anos
<€ >

Outros genes a ser identificados

/ Presenilina 1 (subunidade)

B € y|secretases clivam APP
APP - Proteina percursora da amildide |:> e orginam AP



1. Obter linhas celulares para estudo dos mecanismos da
doenga, teste de farmacos, farmacogenética

2. Abrir caminho para terapia a AD com recurso a
reprogramacao celular de células somaticas




Metodologia pretendida

Recolha de queratindcitos de doentes com Alzheimer e pessoas saudaveis

Y ——

Sequenciacdo de genes de interesse (APP, Tau, PSEN-1, PSEN-2, ApoE)

F—

Selecgdo de queratindcitos de pacientes que apresentem mutagdes nos genes APP e PSEN-1

<

Indugdo das células seleccionadas a iPS

G

Transfecgdo das iPS com gene alvo mutado por gene caracteristico de fenétipo saudavel para AD

S

Selecc¢do das células transfectadas com sucesso

|

Diferenciacdo das iPS em células neuronais




Metodologia — Indugao de pluripoténcia

N

Meio sem soro e com baixas _
concentracdes de Ca?* / [
@ \ &9

Meio tipico de células estaminais,
com KnockOut™ Serum Replacement

Queratinocitoy

TRANSFECCAO com
transposao piggyBac

3 TR 5 TR

T

pA



Metodologia — Transposao PiggyBac

Promotor
indutivel por Internal Sequéncia
doxiciclina Ribosome Entry codificante para a

Site cauda poliA
f X T Remoc¢3o com
3'TR 5 TR % transposase
—( o, [Juoskozaf)WRES oo |- -

;oL

Oct4, B-galactosidase
Sox2, KIf4, UTF1 +
+ resisténcia a neomicina
Péptido 2A

Imunofluorescéncia
Actividade da Fosfatase Alcalina
PCR

Diferenciacao nas trés linhas germinativas



Metodologia — Mutagénese dirigida

swedish flemish arctic austrian  florida australian
KE7OMMET 1L AB92G EBB3G T4 1716V L723F
1 N\ S 1 !
...KMT DAEFR. . .QKLVFFEEDVGSHKEHI (Ley GVVIATVIVITLVMLEE...
J | tod
p-Secretase a-Secretase G29/  G33/ french V717G or
G700 G704 V715M WT1TF
4004 { O0G33wt EG33A
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100 = E— =
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Ei% sw AGS2G EG93G T74l VT15M IT16Y VIMTG VTTF LT23P

Para diminuir a producao de A

Plasmidio com:

.Ou Gene APP com mutacao no motivo GxxxG (G33A)

.Ou presenilina 1 (PSEN-1) de humano saudavel — causar mutagao que origine o
fendétipo saudavel



Potenciacao da recombinagcao homologa

Plasmidio Plasmidio

Electroporagao

célula-a-célula iPS (2 dias depois)

Potenciador:

- Zinc finger nuclease?
- ARCUT (artificial restriction DNA cutter)?



Potenciacao da recombinagcao homologa

Reparacao de DNA por homologia Reparag¢ao mediada por ZFN

[ " ij‘«’f;%’%ﬁ:}

' Zinc finger nuclease
Sister chromatid % Donor DNA (plasmic) (ZFN)

X-ray-induced DSB Y ZFN-induced DSB <:I Q

ARCUT

two pcl:'jNA
strands e
[TITIIIIIIIIL =— IEE@ID:[ Donor EGFP gene : ”
- el
O //Complexo Ce(IV)/EDTA |:> @

Homologous Recombination Recombinant EGFP vector
,‘.DII\_I_m_ , '.u::|:1:\1_ﬂ_r Substrate BFP vector m——

w
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Potenciacao da recombinagcao homologa

Reparacao de DNA por homologia Reparac¢ao mediada por ZFN

= =11 PSR W — WL~ - T

A=ray=induced DSB ZFN=induced DSB

Sister chromatid Donor DNA (plasmid)

{ " Foklfﬁ%ﬁa

Zinc finger nuclease
(ZFN)




Potenciacao da recombinagcao homologa

Plasmidio

\_ _1 Plasmidio

Electroporagao
célula-a-célula iPS (2 dias depois)

Diferenciacao >




Metodologia — Diferenciacao neuronal

/Wnt FGF2 || Notch
Auto renovacao :

Factores de
reprogramacao

Diferenciacao

Queratinocitos

Neuronios
maduros

/




Metodologia — Diferenciacao neuronal

Caracteristicas de células neuronais:

* Polaridade;

* Morfologia complexa;

* Presenca de canais idnicos;

* Pico do potencial de acc¢ao;

* Potencial de repouso da membrana;
* Resisténcia de entrada da membrana;

e Capacitancia da membrana.

Funcionalidade das células neuronais:

e Correntes IPSCs e EPSCs.

Focdnio calular

Céluade

Schreann
MNadulo de

Rarwier

Dendrites

* Eficiéncia de conversao:

NQ total de células iPS

N2 de células diferenciadas




Metodologia — Diferenciacao neuronal

Fendétipo dos neurotransmissores

i ) Neurfnlo A
nas células neuronais:

* Acetilcolina;

* Norepinefrina;

e Glutamato;

* GABA (y-Aminobutyric Acid);
e TH (Tirosina Hidroxilase);

e Periferina.

Deteccao de sinapses nas células neuronais:

* Sinapasina 1;

e Sinaptofisina.




Metodologia — Diferenciacao neuronal

Determinacao da funcionalidade das sinapses:

eDetectar a existéncia de ligacdes neuronais entre si;
* Meio de neurdnios corticais;
* EPSCs evocadas e espontaneas;

* IPSCs evocadas espontaneas.

nlicteo,,

dendrlm_l.. ~ /
- f LEOTRO celular

axdnio terminaly

juncao
sinapticas,

- » Detectar a existéncia de ligacdes neuronais

( @ pré-existentes;
) ~. .,.-'M{.’nin
il * Meio com astracitos;
'I :l:;.caé:%ad : . bainha de .
s i * [IPSCs espontaneas (CNQX e D-AP5);
nervo i vesicula gardurosn
m”“ti"'o"-.. sinaptica

* |IPSCs evocados (picrotoxina);

* EPSCs evocados e espontaneos.




Metodologia — Diferenciacao neuronal

Diferenciacao e detec¢ao de neurdnios colinérgicos:

i

i

DHJE

* Anticorpo anti acetilcolinesterase;

Bup
Chol
Nic

» Deteccao de correntes sinapticas.

/ Whnt FGF2 || Notch \

MLA (10nM)
aBgTx

%Peak Ampl§
MLA (1nM)

NGF Acido , .
. . . .. Neuronios
\ l / Astrocitos l retindico colinérgicos
Auto renovagao I /
._14’
i
:) I :) :.J JTFI

Diferenciacao | /




Metodologia — Diferenciacao neuronal

4 S

FGF e EGF FGF e EGF Diferenciacao

Expansao de células
\ j de células

0 8 12 > 0 8 12>

Tempo (dias) Tempo (dias)

\_ N\ /
4 N

FGF e EGF
NGF,’R.A, Diferenciacdo de
Astrocitos neurdnios colinérgicos
0 8 >

12 Tempo (dias)

L J




Resultados esperados — inducao de pluripoténcia

Houve inducao de pluripoténcia?

Actividade Fosfatase Alcalina

Imunofluorescéncia
* TRA-1-60, TRA-1-81
* SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4
e Oct4, Sox2
* NANOG
e Rex-1

141-81 S0X2 DAPI TRA1-60 NANOG DAPI SSEA4 DAPI JCT4 S5EAS




Resultados esperados — inducao de pluripoténcia

Diferencia¢ao nas trés linhas germinativas

Endoderme Mesoderme Ectoderme

PCR
Eficiéncia de Reprogramacao: =1%

rnTA-MEF
R1 ES
scBA
scB1-G3
scB1-G4
scCh
scCh-Ad
scCh-H1

8 @
@
o T



Resultados esperados — diferenciacao neuronal

Deteccao e expressao de Marcadores de Diferenciacao Neuronais:

Vierbuchen et al, 2010

Oh 6h 12h 24h 72h 1w 2w
Nestin

NSE

B -llli-tubulin
MAP2

GFAP
p7SNTR

—— — ——— — =

Ni et al, 2010




Resultados esperados — diferenciacao neuronal

Caracterizagao das células com caracteristicas neuronais:

258
Current clamp
Action potential %20 ] .
S Bloqueio de correntes
-D — .
2" mIPSCs com tetrodotoxina
|20 mV g-
-80 mV " 3
— o
— 5 —

0
Control TTX '

Existéncia de canais funcionais dependentes de ligandos

GABA 100 mM
L]

Bloqueio de correntes através de picrotoxina, ;‘m PA
5
presenca de canais receptores de GABA

GABA 100 mM
[ Picrotoxin 30 mi_




Resultados esperados — diferenciacao neuronal

Deteccao e funcionalidade de sinapses:

Ligacdes neuronais pré-existentes

Actividade dos receptores NMDA e AMPA

Evoked IPSC CNQX and AP5

spontaneous IPSCs
* Picrotoxin

T
r _Jina ﬂzm oA

NMDAR Y
EPSC __|200pA L _ |
V, (mV) 100 ms Ligacdes neuronais entre si
+60 CLEEEAE S Actividade dos receptores NMDA e AMPA
AMPAR 70 NBQX+AP5*
EPSC |50 pA



Resultados esperados — diferenciacao neuronal

Deteccao e funcionalidade de neurodnios colinérgicos:

Human

10 nM)

ntrol

80 (3)
<
SR
S o %
%_ 20 / {:l
E‘ 0 /f == T
CA1 DG

Bloqueio de receptores de
acetilcolina por a-bungarotoxina




Resultados esperados — linhas celulares reprogramadas

NFTs

Flg 10 TeC|do nervoso com placas de amiléide- e NFTs.

Nas culturas com gene substituido:

l l Acumulacgdes de amildide-B e consequente hiperfosforilacao de Tau,
bem como de outros tipos de processos como inflamacao e ROS




Conclusoes e perspectivas

* Necessaria optimizacao;

* Baixas taxas de sucesso;
e Células iPS possuem um tempo de vida definido;

e Células somaticas nao igualmente passiveis de serinduzidas a pluripoténcia;

 Técnicas dispendiosas, morosas e dificeis de executar.

Reprogramacao e

Diferenciag¢ao Celular

 Estudo de doencgas

* Terapia
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