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Neuroproteccion en el ictus isquémico agudo

Urgente necesidad de

@
agentes neuroprotectores \.
Reduccion del :
dano cerebral secundario
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Prevencion de
infecciones sistémicas
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Modulacion de la
respuesta inflamatoria
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o — QJ;;;L}\-LKJ:é Preservacion de la
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Maximizacion de la
supervivencia neuronal



Neutrofilos: agentes decisivos en la salud y la enfermedad

e 50-70% de leucocitos
* Vida media de 6-12 horas

* Produccién diaria de 1-2 x 10" neutréfilos en la

médula 6sea > GRANULOPOYESIS



Neutrofilos: agentes decisivos en la salud y la enfermedad
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Neutrofilos: agentes decisivos en la salud y la enfermedad
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Neutrofilos: agentes decisivos en la salud y la enfermedad

Degranulacion
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Diferentes fenotipos con heterogeneidad funcional

NEUTROFILOS N1

* Proinflamatorios
e C(Citotoxicos

Neutréfilo CXCR4
envejecido .
t - NEUTROFILOS N2
° [
’ ) CXCL12 o %o . 2
MEDULA OSEA SANGRE PERIFERICA * Neuroprotecciodn

e Resolucion de lainflamacion

Lee-Thedieck et al. Advanced drug delivery reviews 2022; Cuartero Ml, et al. Stroke 2013



Limitaciones del trabajo con neutréfilos sanguineos

* No proliferan
* Vida media corta
* Sensibilidad

* Criopreservacion fallida

v

iPSCs



Limitaciones del trabajo con neutréfilos sanguineos

* No proliferan

* Vida media corta
* Sensibilidad
* Criopreservacion fallida

OCT4, SOX2,
C-MYC, KLF4 ¢
@@/
REPROGRAMACION /
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DIFERENCIACION

iNeutrofilo maduro



Proyecto iNeutroStroke

GRADIENT
SEPARATION

—

BLOOD
SAMPLE

' n=10 “high NLR”
' n=10 “low NLR”

18 days 25 days -
Check
— PLASMA CRISPR/Cas9 Pluripotency
genes

‘\ Reprogramming Differentiation

| MNCs/% T iPSCs >
'\), ctd, Sox2, KIf4, c-Myc ) . o ? g
iNeutrophils

Blood Néutrophils

—

In vitro functional
assays:

- Migration

- NETosis

- Phagocytosis

- ROS production

Bulk RNA-seq




Resultados preliminares diferenciacion neutrofilica

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION
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Resultados preliminares diferenciacion neutrofilica
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Proyectos colaborativos para investigadores E ez
Instituto .

emergentes de Salud

Carloslll

Cofinanciado por
la Unién Europea

Los neutrdfilos derivados de iPSCs mantienen una capacidad fagocitica,
Hipotesis migratoria y efectora comparable a la de los neutréfilos sanguineos, incluyendo la
liberacion de ROS, proteasas y NETs, en un modelo de BBB-on-a-chip.

Objetivos 1. Reclutary estratificar pacientes segun NLR y generar biobanco de muestras

2. Establecery caracterizar un modelo humano BBB-on-a-chip estable y reproducible

3. Modelar condiciones isquémicas e inflamatorias mediante hipoxiay plasma de
pacientes

4. Comparar el efecto de neutréfilos sanguineos e iNeutrdofilos sobre la integridad y
funcion de la unidad neurovascular



Necesidad de modelos avanzados

A Endothelium . iNeutrophil

4 © . Blood Neutrophil
" Microglia

L Thrombus
&~ Astrocyte

# Neuron

Physiological conditions }

Stroke conditions
Blood Neutrophils Neuroprotective iNeutrophils




Fase 3: Simulacion del Ictus

Fase 1: Estratificacion de Pacientes, Biobanco,

Fase 2: Montaje del Modelo BBB-on-a-chip. Fase 4: Validacién y Resultados Esperados.

e Interaccion Celular.

Ingenieria Celular y Generacion de iNeutrdfilos.

:‘QF +® Canal Luminal C°:;z'::;::l"t° Induccién de Isquemia-Reperfusion Spuane=
; ° (Flujo Sanguineo) p
@ .» . %@ > e ‘ (Cerebral) Hipoxia Plasma ‘ -
- PBMCs : | Paciente - ‘
menor Y 4 : o/ -
severidad Reprogramacién G [ N % P % i
Celular i ‘ | SIS ~ e
opo .r . y |
Estratificacion por Ratio °o ' ® { ',! o * N i
Neutroéfilo-Linfocito (NLR) e (@ ' N - = g
De PBMCs a iPSCs Canal Luminal "~ Modelo Microscopia Multifoton

(Flujo Sanguineo) ' Multicelular Simulacién de Daiio por y Analisis Digital

/ \ l iSynBBB/SynRam Hipoxia y Plasma

Daiio Masivo I Perfil Protector
ﬁ _ - /\ ‘ CR'SPR Arquitectura de la Barrera (Neutréfilos Primarios) | (Neutréfilos CRISPR)
U/ {. Hematoencefalica St
* -

L J J u Diferenciacién y Edicién

Plasma Sanguineo Neutréfilos
Sanguineos Monomdea‘s
Primarios (PBMCs)

Generacion de iNeutréfilos

mediante CRISPR
Ensayo de Interaccion bajo Flujo
Contibuds Calldad Perfil de Dafio Masivo vs
Procesamiento de Sangre Periférica de la Barrera Cinética de Adhesion y Perfil Protector

Transmigracion




Establecimiento y caracterizacion del modelo humano BBB-on-a-chip: SynRAM

C

Inlet Flow
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B e

IMN2 Radial Chip

Outlet

Outlet

Endothelial Astrocytes
Cells + Pericytes

SvnVIVO https://www.synvivobio.com/synram/



Establecimiento y caracterizacion del modelo humano BBB-on-a-chip: SynRAM

Flow

Unidad Neurovascular
Barrera hematoencefalica

y Pie astrocitico
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Neurona ———
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Célula endotelial
Unidn estrecha
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Microglia —=

Endothelial Astrocytes
Cells + Pericytes

SvnVIVO https://www.synvivobio.com/synram/



Reclutamiento, estratificacion de pacientes y biobanco de muestras
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Reclutamiento, estratificacion de pacientes y biobanco de muestras

Criterios de inclusion (CEIm 20/607)

* Edad comprendida entre los 65y 79 anos
* |ctusisquémico de = 9 horas de evolucion
* Oclusion del primer segmento de la ACM

e Tratados con trombectomia

*  Obtencidon de consentimiento informado

Criterios de exclusion (CEIm 20/607)
 Enfermedad sistémica grave: cancer,
insuficiencia renal o hepatica grave

* Tratamiento inmunosupresor

* Enfermedad neurovascular secundaria a

una lesion subyacente, traumatica o
hemorragia subaracnoidea

MUESTRAS NLR ALTO NLR BAJO

B IMAS12 R A n=23 Za% RED

i1 IDIPAZ S5 Al =23 Dy n=23 2at RED

E3 NSLAPRINCESA 28 5 4l n=23 M n=23 Za% RED

B IRYCIS aa 5 ~Al =23 M n=23 232 RED

i HUFJD 2% 5 Al  n=23 Ny n=23 233  COLABORADOR
TAREAS Meses 1-3 Meses 4-6 Meses 7-9 Meses 10-12
Recogida muestras de pacientes/voluntarios - - - - - -
Puesta a punto chips neutréfilos sanguineos | gy B B
Modelar condiciones basal/ischemia
Ensayos con iNeutrdfilos y comparativa
Ensayo piloto en ratones NSG - - -
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Resultados preliminares edicion genética

+
AN L s e Ctrl o C2.18  C2.16
ITR U6 hSpCas9 EGFP bGHpA pPGK Neo PGKp/ pPGK DTA PGKpA
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1500 _ s ~ 1000pb [
Forward Reverse 1200 ’ -
PCR primer PCR primer 900 : )
—_— — 800
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FACS sorting

Nucleofeccion 48 horas

iPSCs disociadas Células GPF +

Células no transfectadas

Niwa et al. PloS ONE 2011



Preparation

* Depletion of Iineage)

committed cells

* |solation of enriched

cells
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