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RESUM

La derivacid de cellules mare embrionaries (ESC) s’ha fet tradicionalment a partir de la
massa cellular interna (ICM) de 'embrié en estadi de blastocist. Perd aquesta estrategia,
que comporta la destruccié de I'embrid, ha generat un intens debat étic en el cas de 'espe-
cie humana. En aquest sentit, diferents grups han intentat establir ESC a partir de blasto-
mers aillats d’estadis embrionaris previs al blastocist. Pero les dades sén encara escasses
i les freqiiencies de derivaci¢ fins al moment son relativament baixes. En aquest treball es
pretén fer una revisio de l'estat de 'establiment de linies d’"ESC a partir de céHules aillades
i presentar els resultats de la comparacid de tres metodes de derivacio. En el nostre estudi
s’han derivat ESC a partir de blastomers procedents d’embrions de ratoli 129/SV x C57Bl/6
F1 en estadis de quatre i vuit ceHules. També es van fer servir embrions en estadi de moru-
la i blastocist, aquest tltim emprat com a control positiu. Els resultats obtinguts han per-
mes determinar que el meétode de derivacié més eficient és el metode de cultiu en medi
definit, i que existeix una important influencia de lI'estadi embrionari i del nombre de blas-
tomers aillats en cadascun dels metodes emprats.

Paraules clau: ESC, massa cellular interna, blastocist, blastomers.

DERIVATION OF EMBRYONIC STEM CELL LINES
FROM ISOLATED BLASTOMERES

SUMMARY

Embryonic stem cells (ESC) are usually derived from the inner cell mass (ICM) of an em-
bryo at the blastocyst stage. However, this strategy involves the destruction of the embryo
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and has generated a great controversy in the case of the human species. In this sense, dif-
ferent groups have tried to derive ESC from isolated blastomeres of embryonic stages pre-
vious to blastocyst. But there is still very few data and the frequencies of ESC derivation
obtained until now are low. In this study we present a review about the status of ESC deri-
vation from isolated blastomeres and we report the results obtained with three methods of
derivation. ESC lines have been derived from 4- and 8-cell SV129 x C57Bl/6 F1 mouse blasto-
meres. Morula and blastocyst stages were also used, the later as a positive control. Results
obtained have allowed us to determine that the most efficient method is the culture in de-
fined medium and that there is an important influence of the embryonic stage and the
number of isolated blastomeres on the derivation of ESC by the three methods applied.

Key words: ESC, inner cell mass, blastocyst, blastomeres.

INTRODUCCIO

S’ha proposat que les cellules mare
(stem cells, SC) poden tenir un paper cruci-
al per reconstituir teixits o organs danyats,
per produir fragments d’organs o fins i tot
organs sencers ex vivo. Existeixen diferents
tipus de SC, que es distingeixen segons el
seu potencial de diferenciacio.

En els mamifers es considera que el zi-
got i els blastomers dels estadis embrio-
naris més primerencs son totipotents, és a
dir, tenen la capacitat de generar tots els ti-
pus cellulars de 'organisme, incloent-hi tei-
xit extraembrionari. Per contra, les cellules
mare embrionaries (ESC) de ratoli deriva-
des a partir de la massa cellular interna
(ICM) de I'embrio en estadi de blastocist es
consideren pluripotents, ja que poden do-
nar lloc a teixits de l'embrio in vivo i in vitro,
perod no poden produir teixit extraembrio-
nari. Aquest fet s’ha demostrat en experi-
ments de formaci6 de quimeres per la inca-
pacitat de les ESC de ratoli, a diferencia de
les humanes, per colonitzar el trofectoder-
ma en ser injectades en el blastocist, i és que
el trofectoderma en ratoli es forma simul-
taniament o fins i tot abans que la ICM del
blastocist. D’altra banda, les céllules mare
adultes (ASC) poden ser multipotents o uni-
potents. Les ASC multipotents tenen 1'ha-
bilitat de formar multiples tipus cellulars

provinents d'un llinatge cellular amb una
funcio especifica, ja sigui endoderma, me-
soderma o ectoderma. En sén un exemple
les ceHules mare hematopoetiques. En can-
vi, les cellules mare unipotents només po-
den donar lloc a un tipus cellular concret
dun llinatge cellular, com per exemple les
cellules epitelials intestinals.

La utilitzacié de cellules somatiques in-
diferenciades com a font d’ASC s’ha con-
siderat com a possible substitucié a Its
d’embrions per a la produccié d’ESC. Pero
existeixen substancials problemes amb la
manipulacié de les ASC. Les SC de teixits
adults sén dificils d’aillar, de caracteritzar
i tenen una plasticitat o potencialitat limi-
tada, és a dir, no poden donar lloc a tots els
teixits de I'embrid.

A causa de la seva elevada capacitat d’au-
torenovacid i del gran potencial regenera-
tiu, les ESC, en especial, han generat molt
interés com a model en biologia del desen-
volupament i, a més, es consideren una no-
va alternativa en el camp de la medicina
regenerativa. El fet que tinguin una capa-
citat ilimitada d’autorenovacié fa que pu-
guin proliferar indefinidament sense entrar
en senescencia. Son cellules sense funcions
especialitzades i que, per tant, es troben en
un estat indiferenciat i, a més, poden donar
lloc a diferents tipus cellulars de les tres ca-
pes embrionaries i fins i tot a teixit extraem-
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brionari, en el cas de les ESC humanes, en
un procés anomenat diferenciacio.

A comencaments dels anys vuitanta es
va desenvolupar la primera tecnica d’esta-
bliment d’ESC pluripotents a partir d’em-
brions de ratoli (Evans i Kaufman, 1981;
Martin, 1981). Aquesta tecnica consistia a
cocultivar les cellules de la ICM de I'embrié
amb fibroblasts de ratoli de la linia STO in-
activats amb mitomicina C (feeder cells). Des
de llavors hi ha hagut nombrosos grups
que han aconseguit derivar ESC a partir de
la ICM d’embrions de ratoli (Brook i Gard-
ner, 1997) i humans (Thomson et al., 1998)
en estadi de blastocist, perd aquesta practi-
ca produeix ESC que no sén totipotents. A
més, ha generat una gran controversia eti-
ca, ja que per obtenir-les és necessari des-
truir I'embri6 a partir del qual deriven.

Parallelament es va iniciar I'establiment
de les linies d’ESC a partir d’estadis embri-
onaris previs al blastocist. Aixi, Eistetter
(1989) va desenvolupar linies d’"ESC de ra-
toli a partir de l'estadi embrionari de moru-
la. Delhaise et al. (1996) també van establir
linies d’ESC de ratoli, pero en aquest cas a
partir d'embrions en estadi de vuit céHules.
Tesar (2005) va derivar ESC de ratoli a par-
tir de diferents estadis embrionaris previs
al blastocist, i va introduir una variacio en
el metode de derivacié. Finalment, pel que
fa a ESC humanes, Strelchenko ef al. (2004)
van aconseguir desenvolupar per primer
cop linies d’ESC a partir d’embrions en es-
tadi de morula.

D’altra banda, diferents grups han inten-
tat derivar ESC a partir de blastomers aillats
(Chung et al., 2005, 2008; Klimanskaya et al.,
2006; Wakayama et al., 2007). Ara bé, encara
no se sap quin és el nombre minim de blas-
tomers que s’han d’aillar per tenir una efi-
cacia raonable d’obtencid de linies estables
d’ESC, ja que en la majoria d’estudis les fre-
qliencies encara son relativament baixes. A
més, també seria necessari determinar quin

és l'estadi embrionari més eficient i les con-
dicions tecniques i de cultiu més adients.

Generacio d’ESC a partir
de blastomers aillats

La produccié d’'ESC a partir de blasto-
mers aillats sorgeix en resposta al debat etic
i moral suscitat arran de la utilitzacié d'em-
brions sencers per derivar ESC i es basa en
els coneixements sobre les tecniques de di-
agnostic genetic preimplantacional. En
aquest tipus d’estudis es retiren un o dos
blastomers de I'embrid de 6-8 cellules per a
l'analisi, i la resta de I'embri6 es desenvolu-
pa in vitro normalment fins a la transferen-
cia (Veiga et al., 1994). Es un fet ben cone-
gut que la retirada d'un nombre reduit de
blastomers de l'embri6é preimplantacional
huma no n‘afecta la viabilitat ni la capaci-
tat d'implantacio, sempre que aquest nom-
bre es mantingui dins d'uns limits raona-
bles (Parriego et al., 2003). D’altra banda, se
sap que l'embrié huma és viable i capag de
portar a terme un embaras normal sempre
que es mantingui com a minim la meitat de
I'embri6 intacte (Veiga et al., 1987).

Ates que leficiéncia de derivacio de les
ESC a partir de blastomers aillats és més
baixa que a partir d’embrions sencers, en
els darrers anys s’ha intentat determinar
quines son les condicions més favorables
perque aquestes linies es mantinguin en un
estat indiferenciat in vitro, de manera que
es pugui incrementar aixi la seva eficiencia
de derivacio. Concretament, s’han introdu-
it variacions en el cultiu i en la técnica de
derivacié respecte al metode tradicional
de cultiu d’ESC en un medi suplementat
amb FCS i factor inhibidor de la leucemia
(LIF), que impedeix la diferenciacio espon-
tania de les ESC (Eistetter, 1989).

Aixi, 'any 2005 Chung et al. van des-
criure un metode consistent a agrupar els
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blastomers aillats d’embrions de ratoli amb
ESC preexistents marcades amb proteina
fluorescent verda (green fluorescent protein,
ESC-GFP). Posteriorment, Klimanskaya
et al. (2006) van derivar linies d’ESC hu-
manes a partir de blastomers aillats en un
medi condicionat per factors procedents
d’ESC preexistents pero sense que es pro-
duissin contactes entre aquests. Wakay-
ama et al. (2007) han derivat ESC de rato-
li amb una altra variacié en el metode de
cultiu que fa més eficient la derivacio. Con-
cretament, substitueixen el serum fetal bo-
vi (FCS) per knockout serum replacement
(KSR) al medi de cultiu, ja que el primer
conté factors diferenciadors, com per exem-
ple el complement, que fan perdre la plu-
ripotencia de les ESC. També introdueixen
I'hormona adenocorticotropa (ACTH), que
afavoreix el cultiu a partir d'un tnic blas-
tomer i d'una sola ESC sense perdre la plu-
ripotencia. Aquest metode ha donat efici-
encies de derivaci6 fins i tot més elevades
que l'agregacié amb ESC preexistents. Re-
centment, Chung et al. (2008) han comparat
l'eficiencia de derivacio de linies d’ESC hu-
manes a partir de 'agregacio de blastomers
amb ESC-GFP i a partir de blastomers ai-
llats cultivats en un medi que conté lamini-
na i fibronectina. Arriben a la conclusié que
en la derivaci6 de les linies és més impor-
tant I'addici6 de laminina i que, per tant, el
cocultiu amb ESC-GFP no és essencial. Es
considera que la laminina interromp les
unions estretes i despolaritza les cellules,
de manera que fa que les ESC que s‘estan
formant assumeixin un fenotip d'ICM, i
s’evita aixi la derivacié envers trofectoder-
ma. Una altra alternativa introduida recent-
ment és la utilitzacié de medis definits que,
a més, eliminen la necessitat d'emprar feed-
er cells en cocultiu amb les ESC (Ying et al.,
2003). Aquests nous medis també permetri-
en eliminar la variabilitat de factors apor-
tats per les feeder cells que no podem contro-

lar i que podrien estar afavorint la diferen-
ciacio.

Un altre aspecte important en la deriva-
ci6 a partir de céHules aillades i que encara
és poc conegut €s la competencia dels blas-
tomers individuals procedents d’estadis
embrionaris primerencs. Diferents estudis
semblen indicar que només un dels dos blas-
tomers de l'embri6 de dues cellules de ratoli
és capag de portar a terme un desenvolupa-
ment normal i donar lloc a un nou indivi-
du (Papaioannou et al., 1989). Durant molts
anys s’han considerat els blastomers d’es-
tadis embrionaris primerencs com a pluri-
potents, i no com a totipotents. La qliestio
actual és si el desenvolupament d'un blas-
tomer concret dona lloc a massa cellular in-
terna o trofectoderma. Se sap que en les-
tadi de dues cellules una contribueix més
a la part embrionaria del blastocist i l'altra
cellula a la part extraembrionaria (Gardner,
2001; Fujimori et al.,, 2003). A més, la loca-
litzacié dels blastomers en l'estadi de qua-
tre celules també s’ha determinat com a un
factor important en el desti envers la ICM
o el trofectoderma (Piotrowska-Nitsche ef
al., 2005). Aixi, diferéncies en la posicié dels
blastomers en l'estadi de dues i quatre cel-
lules podrien estar indicant el futur desti
dels blastomers envers ICM o trofectoder-
ma ja en estadis primerencs del desenvolu-
pament.

Tenint en compte que només una part
dels blastomers poden contribuir a la deri-
vacio, les freqiiéncies de derivacio a partir
d’embrions en estadis primerencs sén bai-
xes. La recent derivacié de linies d’'ESC a
partir de l'estadi de dues cellules per part
de Wakayama et al. (2007), amb una efici-
encia d'aproximadament el 50 %, suggereix
que només un dels dos blastomers contri-
bueix a I'establiment. Aixi, concretament en
l'estadi de dues cellules, és molt important
determinar si la biopsia a l'atzar d"un blas-
tomer per derivar les linies d’"ESC pot com-
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prometre la viabilitat de I'embri6 del qual
procedeix, o si, per contra, tots els blasto-
mers son equivalents pel que fa al seu po-
tencial de desenvolupament.

En el nostre laboratori estem treballant
en el desenvolupament d’ESC de ratoli a
partir de blastomers aillats d’estadis embri-
onaris previs a blastocist utilitzant tres me-
todes diferents de derivacié que combinen
variacions en les condicions i en la tecnica
de cultiu. Amb aix0 pretenem incrementar
la pluripotencialitat, millorar el rendiment i
les capacitats regeneratives de les linies ob-
tingudes i evitar la destruccié d’embrions,
fet especialment important en parlar d’em-
brions humans.

A més, també volem estudiar la influén-
cia del nombre de blastomers aillats i de
lI'estadi embrionari en l'establiment de les
linies d’ESC.

1/4 2/ 18 278 3/8 4/8

F1GURA 1. a-b) Biopsia embrionaria d’un blastomer en
I’estadi de quatre céllules. c-d). Grups de blastomers a
partir dels quals es va portar a terme la derivacio de les
ESC en I'estadi de quatre i vuit cellules, respectivament.

COMPARACIO’ DE TRES METODES
DE DERIVACIO D’ESC

La derivacio de les ESC es va portar a ter-
me a través d’embrions procedents de l'en-
creuament de femelles 129/Sv amb mascles
C57Bl/6, que van ser cultivats in vitro fins
que van assolir els estadis de quatre i vuit
cellules, moment en el qual es va procedir a
aillar els blastomers mitjangant biopsia em-
brionaria per micromanipulacié (vegeu la
figura 1). La derivaci6 també es va portar a
terme a partir d'embrions sencers en estadi
de morula i blastocist, aquest ultim emprat
com a control positiu de la derivacio.

En el primer metode de derivacio, el me-
tode estandard, es van emprar les condici-
ons estandards de cultiu d’ESC. Els blas-
tomers aillats, morules o blastocists, se
sembraren sobre una monocapa de feeder
cells procedents de la inactivacié de la linia
STO de fibroblasts de ratoli amb mitomici-
na C1i es van cultivar en Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), suplementat amb
FCSiLIF.

A partir d'aquest meétode s’han establert
un total de vint-i-sis colonies d’ESC amb
cent setanta-tres embrions (15 %). En tots
els metodes les ESC han estat caracteritza-
des en primera instancia morfologicament,
i, posteriorment, per immunofluorescéncia
mitjangant la detecci6 dels marcadors d'in-
diferenciacié Oct4, Sox2 i Nanog. Entre les
colonies amb una morfologia tipica d’"ESC
obtingudes amb el meétode estandard, un
81,3 % van resultar positives per als tres
marcadors (vegeu la figura 2).

Pel que fa a la influencia de l'estadi em-
brionari en aquest metode de derivacio,
s’ha vist que existeixen diferencies estadis-
ticament significatives en comparar I'efici-
encia de derivacié de les ESC procedents
de lestadi de quatre cellules respecte de
les que provenen de l'estadi de vuit cellules
(P = 0,025, test de la x* valors significatius,
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P <0,05). A més, s’ha pogut observar que la
derivacid és més eficient a partir de l'estadi
de morula en comparaci6 d’estadis previs a
la compactacié (P = 0,004 per a la compara-
cié amb l'estadi de quatre cellules i P = 0,016
amb l'estadi de vuit cellules). En canvi, no
s’han observat diferencies significatives en
comparar l'estadi de vuit cellules o de mo-
rula amb el de blastocist, emprat com a con-
trol positiu en la derivacié de les ESC.

Quant al nombre de blastomers aillats,
en l'estadi de quatre cellules no s’han ob-
servat diferencies significatives en aillar
una o dues cellules. En l'estadi de vuit cel-
lules, en canvi, s'observa que a mesura que
augmenta el nombre de blastomers aillats,
incrementa significativament l'eficiéncia
de derivacié fins a arribar al grup de 3/8
(P = 0,05 respecte el grup de 2/8). Els resul-
tats d’aquest metode es mostren a la figu-
ra 3.

El segon metode de derivacié emprat va
ser el metode d'adhesié previa de blasto-
mers, en el qual els blastomers aillats, mo-
rules o blastocists van ser adherits a la pla-
ca de cultiu mitjan¢ant una incubacié amb

F1GURA 2. a-b) Exemples de colonies d’ESC derivades a
partir dels grups de 2/8 i 4/8 respectivament. ¢-d) ESC
positives per a la deteccié de Sox2 i Oct4, respectiva-
ment.

una solucié sense proteines, i posterior-
ment es va introduir la suspensié de feeder
cells. El medi de cultiu emprat per a aquest
metode va ser el mateix que per al metode
anterior.

Amb aquest metode s’han establert un
total de dinou colonies a partir de cent tren-
ta-vuit embrions (13,8 %). Per immunofluo-
rescencia han resultat positives un 82,6 %
d’aquestes colonies.

A diferéncia de l'anterior meétode, no es
van detectar diferéencies significatives en
l'eficiencia de derivaci6 fins a I'estadi de mo-
rula, de manera que no s'observa un efecte
tan progressiu en l'augment de l'eficiencia
de derivaci6 a partir de l'estadi de quatre o
vuit cellules. Aixi, veiem com apareixen di-
feréncies significatives en comparar l'efici-
encia en quatre cellules respecte de morula
i blastocist (P = 0,0431 i P = 0,0117, respec-
tivament) i el mateix per a l'estadi de vuit
cellules (P = 0,0234 i P = 0,0052, respectiva-
ment). Com en el metode anterior, I'estadi
de morula tampoc no ha mostrat una efici-
encia significativament diferent de l'estadi
control de blastocist.

Pel que fa al nombre de blastomers ai-
llats, no s’han trobat diferéncies en aillar
un o dos blastomers d’embrions de qua-
tre cellules ni tampoc en comparar els di-
ferents grups de blastomers en l'estadi de
vuit cellules. Malgrat aix0, es pot veure que
tant en l'estadi de quatre com en el de vuit
cellules, en els grups amb un nombre de cel-
lules més reduit apareixen diferéncies sig-
nificatives en comparar els percentatges de
derivacid respecte l'estadi de morula i l'es-
tadi control de blastocist (1/4 vs. morula,
P =0,018; 1/4 vs. blastocist, P = 0,004; 1/8 vs.
morula, P=0,025; 1/8 vs. blastocist, P =0,007;
2/8 vs. morula, P = 0,04; 2/8 vs. blastocist,
P =0,032). Els resultats d’aquest metode es
poden observar a la figura 4.

Laltim metode d’establiment de linies
d’ESC provat va ser el metode de cultiu en
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medi definit. Aquest metode va ser desen-
volupat de la mateixa manera que el méto-
de estandard, pero es van introduir canvis
en les condicions de cultiu per tal daug-
mentar l'eficiencia de derivaci6 de les ESC.
Concretament, el medi DMEM es va suple-
mentar amb LIF, KSR i '’hormona ACTH.

Amb aquest metode s’han establert un
total de cinquanta-cinc colonies a partir de
cent cinquanta embrions (36,7 %). Per im-
munofluorescéncia han resultat positives
un 98,2 % de les colonies amb una morfolo-
gia tipica d’ESC.

Respecte a la influéncia de l'estadi embri-
onari en aquest metode, no s’han observat
diferencies significatives en comparar l'es-
tadi de quatre cellules amb el de vuit a I'ho-

ra de derivar les linies d’ESC. En canvi, la
derivacié es torna més eficient en emprar
embrions a l'estadi de morula, ja que exis-
teixen diferencies en comparar aquest es-
tadi amb el de quatre cellules (P = 0,032) i
amb el de vuit celules (P = 0,008). No s'ob-
serva un increment en l'eficiencia de deri-
vacio de les linies en fer servir embrions en
l'estadi control de blastocist respecte a l'es-
tadi de morula.

Pel que fa al nombre de cellules aillades,
no es detecten diferencies significatives en
aillar un o dos blastomers en l'estadi de
quatre cellules. Tampoc no s’han trobat di-
ferencies significatives en comparar els di-
ferents grups d’aillament en l'estadi de vuit
cellules, malgrat que s'observa una tenden-
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FiGura 3. Resultats del métode estandard. Influéncia de I’estadi embrionari («)
i del nombre de blastomers aillats (b) en I’eficiéncia de derivacio de les ESC.
Lasterisc indica diferéncies significatives respecte a la derivacio a partir d’em-

brions sencers (morula i blastocist).
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cia a l'augment de l'eficiencia de derivacio
amb un major nombre de blastomers aillats.
Aixi, tant en l'estadi de quatre com de vuit
cellules, en comparar els grups amb menys
nombre de blastomers amb els estadis em-
brionaris de morula i blastocist apareixen
diferencies que en alguns casos son extre-
madament significatives (1/4 vs. morula,
P = 0,012; 1/4 vs. blastocist, P = 0,012; 1/8
vs. morula, P = 0,0008;, 1/8 vs. blastocist,
P =0,0008; 2/8 vs. morula, P = 0,003; 2/8 vs.
blastocist, P = 0,003). Els resultats d’aquest
metode es poden observar a la figura 5.
Aixi, a partir d'aquest treball es confirma
la possibilitat de desenvolupar linies d’"ESC
de ratoli a partir de blastomers aillats d’es-
tadis embrionaris previs a la formacié del

blastocist fent servir els tres metodes d’esta-
bliment d’ESC descrits. Lexcepcio la consti-
tuiria el grup d’1/8 en el métode estandard,
en el qual no s’ha aconseguit obtenir cap li-
nia i que, en general, té una eficiencia bai-
xa de derivaci6. S’han establert linies d’'ESC
en estadis premorula amb eficiencies relati-
vament elevades, que oscillen entre 1'1,9 %
iel 48 %.

Des que a mitjan decada dels anys no-
ranta Delhaise ef al. (1996) van descriure
per primera vegada l'establiment d'una li-
nia d’ESC de ratoli a partir de blastomers
aillats, diferents grups han intentat esta-
blir linies per incrementar el rendiment del
procés. Aquests autors van aconseguir es-
tablir una tnica linia a partir de I'estadi de

Meétode d'adhesio previa de blastdomers
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vuit cellules separant els blastomers per
disgregacié amb una eficiencia de deriva-
cié d'un 1,9 %. La linia, pero, no va contri-
buir a la linia germinal dels animals qui-
merics obtinguts per injeccio de les ESC a la
cavitat del blastocist. Aix0 va posar de ma-
nifest, ja en aquell any, que l'establiment de
linies d’ESC a partir de blastomers aillats
no era senzill. En el nostre treball no s’ha
aconseguit derivar cap linia a partir del
grup d'1/8 pel metode estandard, que cons-
tituiria I'equivalent als experiments de Del-
haise et al.. Es més, en general la tendencia
per a aquest grup és d’obtenir unes eficien-
cies de derivacié baixes (3 % per al metode
d’adhesio prévia i 4 % per al metode de cul-
tiu en medi definit).

Malgrat aix0, s’ha observat que en aug-
mentar el nombre de blastomers aillats in-
crementa de cop leficiencia de derivacio, i
ja amb dos blastomers aillats (2/8) s’arriba
fins a un 11,1 %, molt superior a la troba-
da de Delhaise et al.. Shauran de portar a
terme més experiments per determinar el
perque de la baixa eficiencia del grup d'1/8,
ja que sembla que només el fet del nombre
baix de blastomers no sigui suficient per ex-
plicar-ho, tenint en compte que el grup d’'1/4
mostra una eficiencia relativament elevada
amb un dnic blastomer. Els factors que po-
drien estar-hi involucrats podrien ser, en-
tre d’altres, 'adhesio (Chung et al.,, 2008) i
la comunicacio (Todorova et al., 2008) entre
blastomers. Relacionat amb aixo, els resul-
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tats preliminars al nostre laboratori mos-
tren que el grup d’'1/8 té una eficiencia de
derivacié més baixa, ja que la majoria dels
blastomers aillats no sén capagos de divi-
dir-se en cultiu.

L'any 2005 Tesar va introduir un nou me-
tode d’establiment de linies d’ESC de ratoli,
amb el qual va aconseguir augmentar molt
l'eficiencia de derivacid, en especial a par-
tir de l'estadi de morula, mitjancant 1'ad-
hesi¢ prévia al substrat. Quan les morules
s'adherien, l'eficiencia augmentava fins al
48 %, molt superior a la técnica estandard
de cocultiu dels blastocists amb les FSTO
(25 %). Tesar suggereix que l'adhesié inici-
al de les morules al substrat fa que el con-
tacte posterior amb les FSTO es produeixi
més rapidament, de manera que la influen-
cia indiferenciadora de les FSTO es veuria
potenciada abans. Malgrat tot, Tesar només
va poder aplicar la seva nova tecnica a l'es-
tadi de morula, mentre que per als estadis
de quatre i vuit cellules va observar que no
s'adherien fins que no assolien I'estadi equi-
valent a morula. A diferéncia de Tesar, uti-
litzant el metode d’adhesié previa de blas-
tomers nosaltres hem aconseguit fixar els
blastomers del estadis embrionaris de qua-
tre i vuit cellules a la placa de cultiu, i hem
obtingut eficiencies de derivacié variables
en funci6 de l'estadi embrionari i del nom-
bre de blastomers emprat (3-15 %). A més,
també hem adherit morules pero, en aquest
cas, amb una eficiencia de derivaci6 inferi-
or a la trobada per Tesar (23,8 %), tot i que
superior a l'eficiencia de la técnica estan-
dard de cocultiu dels blastocists amb les FS-
TO (18,1 %). Per tant, emprant aquest meto-
de de derivacié hem aconseguit augmentar
l'eficiencia de derivacié d’alguns grups, pe-
ro aquestes diferencies no son significatives
per a cap dels grups analitzats, i aix0 sug-
gereix que aquesta adhesio6 prévia dels blas-
tomers no aportaria grans beneficis.

No ha estat fins recentment que Waka-

yama ef al. (2007) han desenvolupat el nou
metode de cultiu d’'ESC en un medi definit.
Van obtenir freqiiencies elevades de deriva-
ci6 a partir d'un blastomer en estadis de du-
es cellules (69 %), quatre cellules primerenc
(40 %) i tarda (22 %) i vuit ceHules (14 %). Cal
destacar que en els nostres experiments a
partir del metode de cultiu en medi definit
no s’han derivat ESC a partir de l'estadi de
dues cellules. En canvi, en 'estadi de quatre
cellules, I'eficiencia trobada per al grup d'1/4
ha estat d'un 12 %. No s’ha tingut en comp-
te si l'estadi de quatre cellules era de fases
primerenques o més tardanes en el desen-
volupament, la qual cosa pot haver fet dis-
minuir l'eficiéncia global tenint en compte
que els autors, com es pot observar, troben
l'eficiencia més gran en estadis més prime-
rencs. En l'estadi de vuit cellules, Wakay-
ama et al. obtenen una eficiéncia del 14 %,
mentre que en els nostres experiments ha
estat del 4 %, eficiencia que continua sent
baixa en coherencia amb la trobada amb la
resta de metodes de derivacié emprats.
Wakayama et al., a partir de I'analisi dels
seus resultats, troben una eficiencia major
de derivaci6 d’ESC en estadis més prime-
rencs del desenvolupament. Ja que alguns
autors apunten al fet que la diferenciacié
en el procés d'embriogenesi comenga ja en
l'estadi de 2-4 celules (Gardner, 2001), se-
ria logic pensar que els estadis més prime-
rencs tindrien una major eficiencia a 1'ho-
ra de produir ESC, mentre que els estadis
més tardans tindrien una major tendéncia
a diferenciar i, per tant, 'obtenci6 de lini-
es d’ESC es produiria menys eficientment.
De tota manera, la tendéncia en tots els ex-
periments d’establiment de linies d’ESC
és obtenir la major eficiencia de derivacio6
en l'estadi de blastocist i, per tant, aquesta
premissa només seria certa per als estadis
previs a la compactacio; a més, s’ha de te-
nir en compte que la visi6 tradicional sem-
pre havia estat que el primer succés de di-
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ferenciacié es posava de manifest a partir
dels estadis de 8-16 cellules. Per tant, aquest
és un aspecte encara desconegut i d’actiu
debat en el camp de la derivaciéo d’'ESC. La
tendeéncia trobada per Wakayama et al. és
contraria a la dels nostres experiments amb
el metode de cultiu en medi definit i, tam-
bé, a la resta de meétodes de derivacio em-
prats en el treball. Malgrat que no s’han
trobat diferéncies significatives entre els es-
tadis de quatre i vuit celules, en l'estadi de
morula es pot apreciar com el percentatge
de derivaci6 incrementa substancialment.
Aix0 podria estar suggerint que leficien-
cia augmenta a mesura que avanga el des-
envolupament embrionari, malgrat que no
es pot descartar que sigui l'efecte d‘utilit-
zar embrions sencers en l'estadi de moru-
la i blastocist per a la derivacid. Aixi, no-
saltres proposem que existeix una forta
influéncia del nombre de blastomers aillats,
ja que per a grups de derivacié equivalents
pel que fa al percentatge del volum embrio-
nari, com 1/4 vs. 2/8 1 2/4 vs. 4/8, en general,
tenen més eficiencia els grups en els quals
se sembren més blastomers, malgrat que,
com s’ha apuntat, també existeix influen-
cia de l'estadi, que és major en estadis més
avangats. Aquest augment en leficiencia
amb un nombre major de blastomers po-
dria ser conseqiiéncia de fenomens d’adhe-
si6 o de comunicacid entre blastomers adja-
cents.

Pel que fa a la comparaci¢ dels tres me-
todes de derivaci6 descrits, s’ha pogut ob-
servar que el metode que aporta una ma-
jor eficiencia a 'hora de derivar les linies
d’ESC és el metode de cultiu en medi de-
finit. Concretament, hem trobat diferénci-
es significatives entre metodes per als esta-
dis de quatre, vuit celules i blastocist, i per
als grups de blastomers de 2/4 i 4/8. La res-
ta de grups no han experimentat diferénci-
es significatives; per tant, per derivar ESC
a partir d’aquests grups es podria fer ser-

vir indistintament qualsevol dels metodes
descrits.

En resum, pel que fa a la influéncia de
l'estadi embrionari en la derivacio de les li-
nies d’ESC a partir de blastomers aillats, en
el metode estandard s'observa que l'eficien-
cia augmenta a mesura que avanga el des-
envolupament embrionari. No obstant ai-
x0, en els altres dos metodes de derivacio
emprats no s'observa un efecte tan progres-
siu com en el metode anterior, sind que no-
més existeixen diferéncies significatives en-
tre estadis pre i postcompactacio. Pel que
fa a la influéncia que comporta el nombre
de blastomers aillats, s'observa que, per als
tres metodes de derivacié emprats, l'eficien-
cia augmenta a mesura que s'incrementa el
nombre de blastomers aillats, tant en l'esta-
di de quatre com en el de vuit cellules. Es
considera que com més blastomers se sem-
bren més contactes i comunicacid s’esta-
bleixen entre aquests, i aix0 podria afavo-
rir I'establiment de les linies d’ESC, tal com
s’ha comentat anteriorment. En qualsevol
cas, sera necessaria més recerca per confir-
mar aquest fet.
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