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PROYECTOS ACTUALESPROYECTOS ACTUALES

Ensayo ClEnsayo Clíínico Fase III.nico Fase III.
Uso compasivo de Terapia Celular en problemas de Uso compasivo de Terapia Celular en problemas de 
cicatrizacicicatrizacióónn
Ensayos preEnsayos pre--clclíínicos con Biosuturas.nicos con Biosuturas.
Posible uso clPosible uso clíínico nico alogalogééniconico de Cde Céélulas Mesenquimales.lulas Mesenquimales.
Bioseguridad de CBioseguridad de Céélulas Madre Mesenquimales.lulas Madre Mesenquimales.

ExposiciExposicióón de los estudios de bioseguridad (in vitro) n de los estudios de bioseguridad (in vitro) 
de las cde las céélulas madre mesenquimales derivadas de lulas madre mesenquimales derivadas de 

lipoaspirado (ASC)lipoaspirado (ASC)

Alicante 07



Estudios de Estudios de bioseguridadbioseguridad
¿¿Pueden transformarse las Pueden transformarse las MSCMSC ((ASCASC)?)?

Primer día Mas de 90 díasASCs

Cultivo con medio
estandar

+ DNA Tumoral

+ DNA plasma 
tumoral

Las Las MSCsMSCs de la de la grasagrasa son son muymuy establesestables



MAS ESTRMAS ESTRÉÉSS……
MATERIAL DE PARTIDAMATERIAL DE PARTIDA

•• ExtracciExtraccióón y secuenciacin y secuenciacióón del ADN tumoral de n del ADN tumoral de tumores frescos de una serie de tumores frescos de una serie de 
pacientes con Cpacientes con Cááncer Colorrectal (mutacincer Colorrectal (mutacióón conocida).n conocida).

•• SelecciSeleccióón de pacientes que portaban mutacin de pacientes que portaban mutacióón GGTn GGT>GAT en >GAT en codcodóónn 12 de 12 de exexóónn 1 del 1 del 
oncogoncogéénn KrasKras .

•• Controles:Controles: ExtracciExtraccióón y secuenciacin y secuenciacióón de ADN de tejido de pacientes con cn de ADN de tejido de pacientes con cááncer de ncer de 
colon sin mutacicolon sin mutacióón en Kras y buffy coat de pacientes sin patologn en Kras y buffy coat de pacientes sin patologíía tumoral.a tumoral.

•• CCéélulas:lulas: ASC (cASC (céélulas madre mesenquimales humanas derivadas de lipoaspirado) y lulas madre mesenquimales humanas derivadas de lipoaspirado) y 
NIH3T3 (fibroblastos de ratNIH3T3 (fibroblastos de ratóón).n).

12 WT 12 GGT>GAT
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EXPERIMENTOS REALIZADOSEXPERIMENTOS REALIZADOS

TransfecciTransfeccióón  cn  céélulas ASC y NIH3T3 con ADN tumoral lulas ASC y NIH3T3 con ADN tumoral ±
mutacimutacióón y ADN no tumoral. Protocolo fosfato cn y ADN no tumoral. Protocolo fosfato cáálcico.lcico.
Mantenimiento y seguimiento de los cultivos celulares.Mantenimiento y seguimiento de los cultivos celulares.

•• PCR en tiempo real con sondas FRET PCR en tiempo real con sondas FRET (Fluorescent Resonance Fluorescent Resonance 
Energy Transfer) Energy Transfer) especespecííficas para la mutacificas para la mutacióón.n.
AnAnáálisis de mutaciones puntuales.lisis de mutaciones puntuales.
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SEGUIMIENTO CULTIVOS CELULARES: ESTUDIOS MORFOLSEGUIMIENTO CULTIVOS CELULARES: ESTUDIOS MORFOLÓÓGICOSGICOS

ASC NIH3T3

RESULTADOS IRESULTADOS I

-/1 día CONTROL -/10 días CONTROL -/30 días CONTROL

-/1 día B.coat -/10 días B.coat -/30 días B.coat

-/1 días GAT ±/10 días GAT +/30 días GAT

-/1 días GGT -/10 días GGT -/30 días GGT

-/1 día CONTROL -/90 días CONTROL 

-/1 día B.coat -/90 días B.coat

-/1 día GAT -/90 días GAT

-/1 días GGT -/90 días GGT
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ANANÁÁLISIS MUTACIONES POR LISIS MUTACIONES POR PCR a tiempo real con sondasPCR a tiempo real con sondas

FRET FRET (Fluorescent Resonance EnergyFluorescent Resonance Energy Transfer).Transfer).

RESULTADOS IIRESULTADOS II

NIH 3T3 + GAT

CONTROL+ (ADN TEJIDO GAT)

CONTROL AGUA

CONTROLES NEGATIVOS ASC/3T3
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CONCLUSIONESCONCLUSIONES

• Las células ASC no forman focos tumorales in 
vitro al ser transfectadas con ADN tumoral 
con oncogenes conocidos .

• No se detecta la mutación al hacer análisis  
con PCR a tiempo real.

• Inoculación de células ASC (control) en 
ratones NOD-SCID . No tumores en ningún 
órgano del ratón con ASC a los 50, 60 y 80 
días.

• 5 años de seguimiento clínico de los pacientes 
a los que se han inyectado células ASC.

NO TUMORES 
RATONES

(NOD-SCID)

NO TUMORES 
PACIENTES

(Ensayos clínicos)

NO FOCOS 
TUMORALES 

in vitro

ASC
BIOSEGURAS

In vitroIn vitro

In vivo
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ESTUDIOS ACTUALESESTUDIOS ACTUALES

DetecciDeteccióón de Kras mutado (GAT, GTT y TGT) en PLASMA n de Kras mutado (GAT, GTT y TGT) en PLASMA 
de pacientes con cde pacientes con cááncer de colon mediante PCR a tiempo ncer de colon mediante PCR a tiempo 
real.real.

Cultivos de cCultivos de céélulas ASC y NIH3T3 con plasmas de pacientes lulas ASC y NIH3T3 con plasmas de pacientes 
con ccon cááncer de colon (mutacincer de colon (mutacióón+ en tumor primario).n+ en tumor primario).

----------Buffy 
coat

--GTT

----------GAT

------GGT

5544332211ASCASC

----------Buffy Buffy 
coatcoat

xxxxMMMM++GTTGTT

++++++++++GATGAT

----------GGTGGT

55443322113T3

• Completar experimentos transfecciones celulares
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ESTUDIOS PREVISTOSESTUDIOS PREVISTOS

CONOCER si las ASC incorporan el DNA tumoral: PlCONOCER si las ASC incorporan el DNA tumoral: Pláásmidos, smidos, 
Apoptosis (Western blot, InmunohistoquApoptosis (Western blot, Inmunohistoquíímica, Citometrmica, Citometríía de flujo).a de flujo).
CONOCER el comportamiento en estas condiciones de otras SCCONOCER el comportamiento en estas condiciones de otras SC
ESTUDIAR la cooperaciESTUDIAR la cooperacióón n oncogenoncogenééticatica..

DetecciDeteccióón Kras circulante en:n Kras circulante en:
1.1. En plasmas de pacientes. En plasmas de pacientes. 
2.2. En el medio de cultivo de lEn el medio de cultivo de lííneas celulares tumorales  humanas de cneas celulares tumorales  humanas de cááncer ncer 

de colon (SWde colon (SW--480, SW480, SW--620). 620). 
Inyectar cInyectar céélulas tumorales (SWlulas tumorales (SW--480, SW480, SW--620) en ratones y detectar Kras 620) en ratones y detectar Kras 
en plasma Usar Cacoen plasma Usar Caco--2 como c2 como céélulas control.lulas control.

CuantificaciCuantificacióón real de copias mutada/n real de copias mutada/µµg DNA transfectado.g DNA transfectado.
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¡¡GRACIAS!GRACIAS!
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