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Summary. The ability of ex-vivo expanded peripheral blood stem cells
(PBSC) to engraft non-obese diabetic/severe combined immunodeficient
(NOD/SCID) mice has not been evaluated to date. We investigated the maintenance
of primitive SCID-repopulating cells (SRC) and long-term culture-initiating cells
(LTCIC) in PBSC expanded with early-acting cytokines, thrombopoietin (TPO),
stem cell factor (SCF) and FIT3-ligand (FL) with or without interleukin 3 (IL-3) and
IL-6 in short-term (6d) stroma-free serum-free cultures. TPO+SCF+FL and
TPO+SCF+FL+IL-3+IL-6 produced 5.9 = 1.97 and 18.25 * 4.49 (mean + SEM)-
fold increase of CD34" cells respectively. We tracked cellular division with PKH26
and sorted post-mitotic CD34" PKH26'* cells to assess their primitive functional
properties. After culture with TPO+SCF+FL, LTCICs among post-mitotic cells
increased 12.08 £ 3.4 times, and 4.3 + 1.6 times when IL-3+IL-6 were added.
CD34" PKH26'™ cells cultured with TPO+SCF+FL provided human multilineage
(CD34, CD33 and CD19) engraftment in NOD/SCID mice, whereas no human cells
were detected in mice injected with cells cultured with TPO+SCF+FL+IL-3+IL-6.
percentages of CD34"/ CD38", CD34"/ CD33", CD34 */ DR “and cellsin G,, G,
phase were similar among cells cultured with both cytokine combinations,
indicating that the deleterious impact of IL-3+IL-6 on the ability to engraft is not
translated into phenotypic or cycling features. In conclusion, TPO+SCF+FL-
expanded PBSC maintain multilineage engraftment ability in NOD/SCID mice ,

which is abrogated by the addition of IL-3+IL-6.
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|.- INTRODUCCION.

Inicialmente la transfusion de componentes celulares deficitarios de la sangre
periférica se limitd a cdlulas finales (hematies maduros, plaguetas y granulocitos)
con resultados clinicos espectaculares en el caso de los hematies y de las plaguetas
en e traamiento de las anemias y didesis hemorragicas trombopénicas
respectivamente. Mas discutible ha sido el beneficio de las transfusiones de
granulocitos, aunque su periodo de evaluacion clinica, correspondié con
imposibilidad tecnoldgica de obtener grandes cantidades por aféresis, a no estar
disponibles métodos eficaces de movilizacion (factores de crecimiento
hematopoyético). También lainfusion de linfocitos T de larga vida es actualmente un
modo terapéutico de inmunoterapia pasiva en e tratamiento de agunas
enfermedades hematologicas en su recaida postrasplante alogénico de progenitores

hemopoyéticos (g. Leucemia mieloide cronica).

Asi como estos procedimientos de terapia celular perseguian un fin paliativo de
un determinado déficit de células maduras de la sangre periférica (SP), pero sin
solucion definitiva del trastorno, € inicio de los procedimientos de trasplante de medula
Osea, y més actuamente de progenitores hemopoyéticos también procedentes de la
sangre periférica (previa movilizacion) y del cordén umbilical persigue una curacion
definitiva del déficit mediante la instauracion de una nueva hematopoyesis propiciada
por la infusion de progenitores multipotentes. De esta forma el trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) constituye actualmente una terapia de eficacia

probada para una variedad de enfermedades tanto malignas como hereditarias, e



igualmente proporciona un solido soporte hematopoyético para pacientes sometidos a
altas dosis de radio-quimioterapia.

Sin embargo, la aplicacion del TPH, presenta una serie de limitaciones: 1) La
adquisicién de un numero suficiente de stem cells (SC) requiere recolecciones extensas
de medula 6sea 0 bien procedimiento de aféresis tras movilizacion; 2) Incluso bajo estas
circunstancias el nimero de células realmente Utiles es limitado; 3) La cinética de
regeneracion de elemento maduros de la sangre tras la infusién, hace que no se
obtengan beneficios terapéuticos directos durante un periodo minimo de 2 a 3 semanas.

Durante los diez Ultimos afios, se ha intentado superar estas limitaciones
mediante intentos de incrementar tanto el ndmero como la ratio proliferativa de los
progenitores hemopoyéticos primitivos a través de cultivos “ex vivo” previos a la
infusién. Estas técnicas que se engloban conceptualmente bajo el termino de “expansion
ex vivo” han sido desarrolladas hasta €l punto de que actualmente los primeros ensayos
clinicos ya estén en fase de evaluacion. Si estos ensayos clinicos llegan a mostrar
resultados prometedores, |a terapia celular en hematologia entrara en una nueva era de

oportunidades para el beneficio del paciente.

|.-1.Cultivos de M édula Osea.

Tres décadas atrés Bradley y Metcalf *, introdujeron un nuevo método de cultivo
semisolido “colony forming assay”, que poseia nuevas y fascinantes caracteristicas. Este
ensayo era capaz de identificar de manera directa, células primitivas hematopoyéticas,
en virtud de la capacidad de su progenie de generar colonias focales y también permitia
visuamente estudiar su dindmicay cinética. Estas importantes herramientas permitieron

alosinvestigadores inferir caracteristicas de la biologia de la SC, que eran de otro modo



esencialmente irreconocibles. Sin embargo, desde estos primeros experimentos se pudo
reconocer que e hecho de aspirar y explantar la medula 6sea podia alterar
draméticamente su dindmica, de tal forma que la hematopoyesis “in vitro” observada en
un ensayo de colonias era exclusivamente temporal, en la que solo se podia observar
proliferacion durante 2 a 4 semanas. Esta limitacién demostré que, o bien las SC més
primitivas eran incapaces de sobrevivir y proliferar en este tipo de ensayo, o bien quela
conexion celular entre las células més primitivas y los progenitores reamente
proliferativos se perdia en el ensayo, de tal forma que la produccion réapida inicial de
precursores de colonias no era mantenida.

Los intentos de mimetizar de una forma més exacta la biologia de la SC “in
vivo” progresaron con e desarrollo de un sistema de cultivo liquido por T.M. Dexter 2
a fina de los afios 70. En estos cultivos “Dexter” la proliferacion de céulas
hematopoyéticas depende de la presencia de una capa (“layer”) adherente que
representa una reconstitucion bidimensional del componente estroma o mesenquimal-
intersticial de la medula 6sea “in vivo”, en € cudl las células existen en un esquema
organizado tridimensional en intimo contacto con las células hematopoyéticas en
desarrallo.

Las adaptaciones de los cultivos Dexter a la medula 6sea humana demostraron
de una manera mas clara la cinética de produccién de progenitores que ya habia sido
observada en |os ensayos de colonias, pero aun asi mostraron similares limitaciones que
sugerian que las SC realmente pluripotentes no sobrevivian ni proliferaban en estos
cultivos. Mientras que los cultivos de medula ésea murina se mantenian durante més de
un afo, los cultivos Dexter humanos declinaban de forma progresiva, manteniéndose
exclusivamente de 6 a 12 semanas . Més recientemente, técnicas de dilucion limite

desarrolladas por Sutherland y cols* han confirmado que € nimero de células



primitivas capaces de sostener la produccion de progenitores comienza a declinar en una
semana en los cultivos Dexter. De manera similar Lansdorp y cols.” usando andlisis del
fenotipo celular de células de medula ésea en cultivo liquido, han encontrado que las
células primitivas CD34+ CD38-, son incapaces de autorrenovacion, al menos cuando
se cultivan aidladas de las células estromales.

De estos experimentos pueden extraerse dos conclusiones muy diferentes: en
primer lugar se podia concluir que las células pluripotentes, tienen escaso o nulo
potencial de amplificacion. En este escenario la hematopoyesis “in vivo’ seria
mantenida por una sucesion de SC que simplemente se diferenciarian y se extinguirian.
Sin embargo, esta conclusion necesitaria reconciliarse con las observaciones de
Lemishkay cols.® y Abkowitz y cols.” que encontraron que |a hematopoyesis en ratones
y gatos derivaba de un conjunto de SC que se mantenia estable durante mas de 6 meses
hasta varios afios. Es mas, mientras que la hematopoyesis derivada de células
progenitoras mas maduras se agotaba, los conjuntos de SC que mantenian la
hematopoyesis estable, no se extinguian. Estos datos parecen mas consistentes con un
modelo en el cua el nimero de auténticas SC de larga vida es extremadamente bajo y
que estas células inicialmente se dividen muy lentamente. De este modo, la
hematopoyesis multilineal, es sostenida de forma temporal, aunque por muchos meses,
por la diferenciacion terminal de células que han abandonado el conjunto de SC mas
primitivas. La conclusion aternativa que puede obtenerse de las limitaciones de los
cultivos liquidos de medula ésea es que los esfuerzos técnicos realizados para cultivar
células hematopoyeéticas “ex vivo” han sido incapaces de reproducir aguellos elementos
de la biologia de la SC que ocurren “in vivo” y que solo podrian ser emulados en
circunstancias ideales. Dos tipos de aproximaciones experimentales se han llevado a

cabo para demostrar esta hipétesis: 1) cultivos liquidos de células primitivas purificadas



con altas dosis de citocinas recombinantes y 2) cultivos de medula dsea completa en

sistemas de perfusion.

|.-1.2.Aproximaciones actuales a la expansion “ex vivo”.

[.-1.2.1.Incubacion de células CD34+ purificadas con combinaciones de atas
dosis de citocinas.

La incubacion de células seleccionadas CD34+ con diversas combinaciones de
citocinas, ha sido la técnica més estudiada en expansion “ex vivo”. Haylock y cols®
demostraron en primer lugar que células CD34+ de sangre periférica movilizada
atamente purificadas mediante separacién celular por citofluorometria separativa (“cell
sorting”) podian ser inducidas a proliferar en cultivos en presencia de interleucina 1b
(IL-1b), IL-3, IL-6, factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF), factor
estimulante de colonias granulocitico-macrofégicas (GM-CSF) y Stem cell factor
(SCF). Bajo estas condiciones el conjunto de colonias granulocitico-macrofagicas
(CFU-GM) se expandia entre 20 y 60 veces en 14 dias, e igualmente se generaban gran
cantidad de precursores mas maduros. Estos resultados han sido subsecuentemente
reproducidos por varios grupos, incluyendo a Srour y cols.’, Coutinho y cols™ y
Brugger y cols.™. Aunque existen ciertas diferencias entre los protocolos de expansion
llevados a cabo por cada grupo, todos ellos coinciden en el uso de células CD34+
altamente purificadas, condiciones de cultivo y multiples citocinas. Sin cada una de
estas caracteristicas, la proliferacion se reduce de manera considerable.

Estos resultados sugieren que la presencia de células maduras CD34 - o de sus
metabolitos secretados puede egjercer un fuerte efecto supresivo sobre la proliferacion

hematopoyética. Este efecto solo puede ser obviado mediante la eliminacién de las



células CD34 - y € cultivo de CD34+ a baja densidad, al menos en cultivos estéticos en
los cudles todos | os bioproductos celulares permanecen en el cultivo. La adicion de altas
dosis de citocinas permite la proliferacion y diferenciacion de la mayoria de
progenitores tempranos presentes en la subpoblacion CD34+, amplificando por tanto de
manera potente el conjunto de progenitoresy precursores.

La mayoria de los progenitores amplificados en estos cultivos parece ocurrir por
medio de diferenciacion terminal de progenitores tempranos y de SC. En este tipo de
cultivos no solo declina el nimero de células CD34+ en si mismo, si no que también el
nimero de células iniciadoras de cultivos a largo término (LTC-IC) raramente se
incrementa y, de forma habitual, disminuye **2. Asi, este tipo de cultivo no muestra
evidencia de auténtica expansion de SC, sino més bien una potente diferenciacion de un
compartimento celular de progenitores relativamente tempranos. Esta pérdida de SC
parece ser probablemente el resultado de la eliminacion de células estromales aparejada

alos procedimientos de seleccion de células CD34+.

[.-1.2.2. Cultivos en perfusion continua.

El sistema aternativo de expansién “ex vivo” ha sido € cultivo en perfusiéon
continua de progenitores hemopoyéticos no seleccionados. El sistema de perfusion,
utilizado generalmente en conjuncién con factores de crecimiento, se ha utilizado para
estimular lafuncion de elementos celulares estromal es tanto para soportar la renovacion
de SC como para proporcionar factores de crecimiento hemopoyético (FCH). Los

1314 v Gubay cols.™® demostraron que un répido

primeros estudio de Caldwell y cols.
cambio de medio estimulaba la produccién de GM-CSF e IL-6 a partir de fibroblastos
estromales de medula Gsea; posteriormente se han obtenido resultados similares para

SCF. Schwartz y cols.'® *” demostraron subsecuentemente que esquemas similares de



intercambio rapido del medio en médula 6sea completa proporcionaban una produccion
estable y prolongada de células progenitoras en cultivo, indicativo de autorrenovacion
de SC. Este efecto se conseguia mediante una combinacion de estimulacion de los
elementos estromales y de eliminacion de los productos metabdlicos producidos por
células mieloides maduras. Aprovechando las ventgjas de la estimulacion de células
estromales y de la adicién de citocinas, |os sistemas de cultivo que incluyen intercambio
rapido del medio se han combinado recientemente con la adicién de citocinas exdgenas.
Soller y cols.®® han demostrado que la incubacién de células mononucleares de médula
Osea en condiciones de perfusién continua en presencia de bajas dosis de SCF, IL-3,
GM-CSF y eritropoyetina (EPO) lograban una expansion de 10 a 20 veces en el nimero
total de células mononucleadas y CFU-GM, junto con una expansion de las LTC-IC
entre 4 y 8 veces. Subsecuentes estudios de Soller y cols. *°, han demostrado que e
mantenimiento y la expansion de las LTC-IC en estos sistemas se debe tanto a la
presencia de la capa estromal como ala de células accesorias no estromales CD34.
Sandstrom y cols?® obtuvieron resultados muy similares, demostrando que la
perfusion influencia fuertemente la expansion de progenitores y el mantenimiento de
LTC-IC, mientras que la seleccién de células CD34+ no tiene beneficios per se.
Recientemente Zandstra y cols. 2! confirmaron e efecto de la perfusion y la adicion de
citocinas en la estimulacion simultanea de la expansion de células progenitorasy LTC-
IC, obteniendo incrementos notables en e niimero de LTC-IC en biorreactores. Estos
resultados en su conjunto, proporcionan evidencia de que la expansion de los
progenitores de manera concomitante con e mantenimiento o incluso expansién de
LTC-I1C puede ser posible a partir de médula 6sea no manipulada en cultivos en una

sola etapa.



A pesar de todos estos avances, hoy sigue sin conocerse s es posible la
amplificacion de la SC humana mas primitiva. Sin embargo, estudios de Muench y
cols. ? con médula 6sea murina demostraron que el cultivo ex vivo en presencia de SCF
elL-1 reducia el nimero de células trasplantadas requeridas paralograr radioproteccion,
mientras que producian hematopoyesis originada del donante sostenida durante més de
un afo, permitiendo subsecuentes trasplantes secundarios. Asi estos Unicos
experimentos in vivo realizados con médula murina, sugieren que el cultivo ex vivo
puede realmente soportar la supervivencia y expansion del conjunto de SC con

capacidad de repoblacién alargo plazo.

|.-2.Fuentes de Céulas Hematopoyéticas para Expansion: Médula Osea,

Sangre Periféricay Sangre de Cordon Umbilical (SCU).

La médula dsea, la sangre periférica y la SCU, han sido empleadas como
poblacién de partida en modelos de expansion ex vivo, y s bien todas ellas tienen sus
ventgjas potenciales, también tienen ciertos problemas para su uso clinico. Las células
mononucleadas de médula ésea han sido estudiadas de manera mas exhaustiva por

18, 19

Soller y cols. en sistemas de cultivo en perfusion continua. La principal ventaja de
la médula Gsea es que contiene tanto las SC pluripotentes como todos los elementos
celulares accesorios precisos para su mantenimiento, y de hecho, estos estudios han sido
realizados con médula ésea no manipulada con la intencion de no alterar su
composicion celular. Aunque células CD34+ de médula Gsea altamente purificadas

pueden también ser inducidas a proliferar es este tipo de cultivos, la expansion de

progenitoresy LTC-1C es comparablemente menor en ausencia de células accesorias.



La sangre periférica movilizada ha sido también estudiada por varios grupos
obteniéndose altos niveles de expansion celular y de progenitores #*2. Los principales
atractivos de este modelo son la fécil disponibilidad de progenitores en sangre periférica
movilizaday e potencial de estos progenitores para una rapida reconstitucion de la
hematopoyesis. El principal problema de la sangre periférica movilizada es la
durabilidad alargo plazo del injerto, dado que la permanencia de las SC auténticamente
primitivas en estos cultivos no ha podido ser comprobada de forma definitiva.

Las células de SCU congtituyen un modelo extremadamente interesante de
aplicacion de la expansion celular ex vivo a la hematologia clinica. Hace més de una
década, Broxmeyer y cols. 2* observaron que la frecuencia de progenitores circulantes
en la sangre de corddn umbilical era muy superior a la de la sangre periférica adulta:
entre 1y 5 en 1000 células mononucleadas de SCU frente aentre 1y 5 en 20.000 de
sangre periférica adulta. Ademés, las colonias derivadas de esos progenitores eran de
mayor tamafio incluyendo colonias macroscopicas 2 2°. Estos estudios sugerian que la
SCU contenia un conjunto de progenitores relacionados con el conjunto primitivo
localizado en el higado fetal.

Las observaciones de que las colonias obtenidas a partir de SCU eran
generamente de gran tamafio y multifocales, unido a las observaciones de Fleishman y
Mintz %’ de que las SC fetales tenian una ventaja en la repoblacion competitiva sobre las
SC adultas sugirieron que las SC de SCU podrian tener una mayor capacidad
proliferativa y quizas una mayor capacidad de autorrenovacion. Esta hipétesis ha sido
recientemente demostrada por Broxmeyer y Carow con €l hallazgo de que las colonias
mixtas (CFU-GEMM) a partir de sangre de cordén umbilical podian ser replantadas 4 o
5 veces manteniéndose la hematopoyesis multilineal a diferencia de las CFU-GEMM

adultas que poseen escasa 0 ninguna capacidad de ser replantadas 2. Por otra parte,



Landsdorp y cols demostraron que las células CD34+ de SCU eran capaces de generar
varios miles més de células maduras en cultivo sin reducir el nimero de CD34+, en
contraste con la médula ésea adulta en la cual las células CD34+ declinan rdpidamente
en cultivo indicando una pérdida de células primitivas con capacidad de
autorrenovacion * . Por ultimo los estudios de Moore * indicaron que el cultivo de
células CD34+ de SCU a baja densidad celular producia un incremento de més de 20
veces en el nimero de células primitivas, en contraste con cultivos similares de médula
Osea adulta en la cud e incremento raramente excedia de 3 veces. Estos resultados
tomados en conjunto indican que los progenitores de SCU poseen una capacidad
claramente incrementada de soportar tanto la produccion de células mas maduras como
la autorrenovacion de las més primitivas.

Basados en estos estudios preclinicos la SCU fue utilizada por primera vez como
fuente de células trasplantables en 1990 por Gluckman y cols.* en un nifio con anemia
de Fanconi. De forma global los resultados del SCU hasta lafecha sugieren que : 1) Las
SC de SCU pueden injertar tras su infusion, si bien la cinética del prendimiento es algo
més lenta que en € caso de médula o sangre periférica movilizada; 2) La enfermedad
del injerto contra el huésped (EICH) del receptor no solo no es mas severa si no que
parece ser més leve que con el empleo de células de donante de médula 6sea ¥ *.
Aunque algunos nifios con pesos de hasta 70 Kg han recibido un trasplante de SCU con
éxito, un cierto nimero de receptores con pesos superiores a 40 Kgs no han alcanzado
prendimiento tras infusién de SCU a partir de recolecciones de cordén standard. Por
este motivo, el éxito en lograr la expansion “ex vivo” de la SCU podria tener un
tremendo impacto en la aplicabilidad de este tipo de trasplantes en diversas situaciones
clinicas que impliquen € tratamiento de nifios mayores o adultos. Los estudios

actualmente en curso de varios laboratorios, sugieren que tanto los progenitores como



lasLTC-IC de SCU pueden ser real mente expandidos aparentemente més que la medula

6sea 0 la sangre periférica movilizada >

|.-3.Factores de Crecimiento Hematopoyético en los Cultivos de Expansion

“Ex Vivo".

Los cultivos de expansion “ex vivo”™ se han llevado a cabo con multiples
combinaciones de citocinas, no existiendo hasta la actualidad un consenso general sobre
cua esla combinacién Optima para uso clinico. En general, aquellas citocinas que bien
de forma directa o sinérgica estimulan la proliferacion y diferenciacion de progenitores
en céulas precursoras reconocibles son también efectivas en la estimulacion de la
expansion del compartimento celular de progenitores en cultivo liquido. De este modo,
Haylock y cols. ® encontraron que la combinacién de IL-1b, IL-3, IL-6, G-CSF, GM-
CSF y SCF era superior a cualquiera de las combinaciones en las que faltaba alguna de
estas seis citocinas. Estos hallazgos han sido reproducidos por muchos grupos, con la
notable excepcion de Brugger y cols.*! que observaron que lainclusion de G-CSF y/o
GM-CSF en los cultivos producia un elevado nimero de células totales, pero un nimero
bajo de células progenitoras clonogénicas. En el caso de cultivos de perfusién con
medula O0sea completa, la presencia de IL-6 e IL-1 parece estar proporcionada
directamente por células estromales y accesorias, de tal manera que la adicion de estas
citocinas exdgenas no aporta beneficios adicionaes > *. Las cantidades de SCF y
FIT3-ligando exdgenas afadidas incrementan de forma substancial el rendimiento de
progenitores recuperados de cultivos de perfusion de médula total, dado que ambas
citocinas son escasamente producidas por células accesorias. Por el contrario, la

inclusion de proteina-1a-inhibidora de los macrofagos (MIP-1a), factor de necrosis



tumoral-a (TNF-a) y factor de transformacion de crecimiento-b (TGF-b), resultan en la
mayoria de cultivos de expansion en un descenso en € rendimiento de céulas
precursoras .

La supervivencia y proliferacion de las células anteprogenitoras mas primitivas
puede ser también influida por e tipo de citocinas que suplementan los cultivos de
expansion, lo cua es particularmente cierto en el caso de los cultivos de células CD34+
purificadas. Henschler y cols.? han comparado directamente varias combinaciones de
citocinas usando un ensayo de células formadoras de &reas “cobblestone” o de
pavimento (CAFC), que ellos mismos validaron y encontraron en estrecha correlacion
con €l clasico ensayo LTC-IC. Estos autores encontraron que la inclusion de SCF
solamente, IL-3, 0 ambos conducia a un descenso sustancial en las CAFC a partir de
los 12 dias de cultivo; combinaciones de SCF e IL-3 mas G-CSF, IL-1 o IL-6
contrarrestan gran parte de esta pérdida; y €l cultivo simulténeo en SCF, IL-3, IL-1, IL-
6y EPO conduce a mantenimiento de las LTC-IC durante este periodo de tiempo *2. En
los cultivos basados en métodos de perfusién en los que los elementos estromales
producen SCF e IL-6 enddgenas, e indudablemente otras muchas citocinas, las
necesidades de adicion de multiples citocinas endégenas para el mantenimiento de

LTC-1C no son tan marcadas.

|.-3.1.Experiencias clinicas preliminares con células hematopoyéticas

expandidas “ex vivo”.

El empleo en clinica de las c8lulas hematopoyéticas cultivadas ex vivo ha sido
estudiado desde hace varios afios. Tras prometedores experiencias preliminares en

ratones “, Dexter y cols.*® infundieron por primera vez médula 6sea cultivada ex vivo a



dos pacientes en 1983, y este mismo grupo ha extendido esta aproximacion terapéutica
durante afios, particularmente en el tratamiento de pacientes con Leucemia Aguda
Mielobléstica (LAM). Por su parte, Barnett y cols* han practicado numerosos
trasplantes de médula cultivada ex vivo en pacientes con Leucemia Mieloide Cronica
(LMC). Aunque estos primeros trasplantes no amplificaban de forma intencionada las
células cultivadas, si fueron capaces de demostrar que este tipo de procesamiento puede
ser realizado de manera segura, y que la reinfusién de células cultivadas carece de
toxicidad, si bien la recuperacion de la hematopoyesis en estos pacientes era a menudo
bastante retardada.

Silver y cols.*® fueron los primeros en reinfundir médula Gsea obtenida tras 14
dias en cultivo en perfusién suplementado con IL-3, GM-CSF, EPO y SCF como
adyuvante de autotrasplante en 5 pacientes afectos de Enfermedad de Hodgkin y
Linfomas no Hodgkin. Estos pacientes no presentaron ningin tipo de toxicidad
asociada a lainfusion, y todos ellos acanzaron prendimiento mieloide entre los dias 8 y
15, y plaguetario entre los dias 12 y 21.

Més recientemente, Brender y cols.*® estudiaron 5 pacientes que recibieron
células CD34+ purificadas de sangre periférica movilizada cultivadas con PIXY 321
durante 12 dias e infundidas a dia siguiente de la infusion estdndar de células no
cultivadas. Estos pacientes no presentaron toxicidad alguna y la reconstitucion de la
hematopoyesis fue comparable a la de autotrasplantes de sangre periférica
convencionales “°.

Brugger y cols.*’ han reinfundido células de sangre periférica movilizada
cultivadas ex vivo como Unica fuente de soporte hematopoyético a pacientes sometidos
a quimioterapia a altas dosis, aunque no reamente mieloablativa, con resultados

alentadores. Quince millones de células CD34+ de sangre periférica fueron cultivadas



en presencia de SCF, IL-1b, IL-3, IL-6 y EPO durante 12 dias, y las células resultantes
de este cultivo fueron reinfundidas bien como suplemento de infusiones estdndar de
sangre periférica movilizada (4 pacientes), o bien como Unico soporte hematopoyético
(6 pacientes). De los seis pacientes que recibieron exclusivamente células cultivadas, 5
supervivientes prendieron répidamente, con medias de dias necesarios para alcanzar
500 y 1000 granulocitos tan solo superiores en dos dias a las correspondientes a los
pacientes que recibieron simultdneamente células cultivadas y no cultivadas, mientras
que €l prendimiento plaguetario fue idéntico en ambos grupos de pacientes. De modo
interesante, estos autores comprobaron que existia una fuerte correlacion entre el
nimero de células expandidas reinfundidas a los pacientes y la velocidad de la
recuperacion plaquetaria, correlacion que ya habia sido observada en el estudio original
de Silver y cols.*.

Considerados de manera global, aunque no existe suficiente experiencia como
para conocer la durabilidad de la recuperacion hematopoyética de los pacientes
trasplantados con células cultivadas, y aunque los regimenes de quimioterapia
empleados en estos pacientes no han sido realmente mieloablativos, los resultados
preliminares de estos trabajos sostienen la nocion de que un pequefio nimero de
progenitores hematopoyéticos cultivados ex vivo bao ciertas condiciones puede dar

lugar a una reconstitucion hematol 6gica compl eta.

I.-3.2.Usos clinicos potenciales de las células hematopoyéticas expandidas.

Considerando de una forma global las posibilidades de expansion y

diferenciacion ex vivo de las c8ulas hematopoyéticas, es posible suponer una amplia

gama de aplicaciones clinicas. Desde € punto de vista mas basico, las células mieloides



expandidas ex vivo podrian ser utilizadas en pacientes con compromiso hematol 6gico
en diversas situaciones frecuentes en la préactica clinica hematooncol égica, que incluyen
laquimioterapia aatas dosis y el trasplante autélogo y alogénico de médula 6sea. En el
caso del trasplante tanto aut6logo como alogénico, la expansion ex vivo puede ser
utilizada para reducir la morbilidad de la pancitopenia postrasplante asi como para
evitar recolecciones extensas o largos procesos de leucoféresis. En e caso particular del
trasplante autélogo, e cultivo y expansion ex vivo del injerto podria ser utilizado
ademés tedricamente para e purgado de células tumorales residuales.

La expansion de progenitores mieloides tiene un extraordinario interés en el caso
del trasplante de SCU, por varias razones. En primer lugar, esta claro que las células
hematopoyéticas fetales y las presentes en la SCU tienen una capacidad proliferativa
incrementada, y podria ocurrir que la SC de corddn tuviese también una capacidad
incrementada de auténtica autorrenovacion. En segundo lugar, existe la posibilidad
aungue no la evidencia de que las células linfoides derivadas de la SC de SCU pueden
causar menos enfermedad injerto contra huésped postrasplante alogénico que las células
linfoides adultas. En tercer lugar, la SCU constituye una fuente de progenitores
hematopoyéticos que es habitualmente un material de desecho por lo que la creacion de
bancos de SCU se ve facilitada. La expansion ex vivo de la SCU podria llegar a ser la
clave para la generalizacion de este tipo de trasplantes, actualmente reservado cas
totalmente a nifios pequefios, a poder proporcionar suficiente nimero de progenitores
para receptores adultos o nifios mayores.

La posibilidad de controlar la expansion ex vivo mas alé de la linea mieloide
podria tener aplicaciones mas amplias y més sofisticadas. La expansion ex vivo de la
linea linfoide a partir de los prolinfocitos podria permitir la “educacién” ex vivo de los

linfocitos T del donante para conseguir una actividad antitumoral especifica, 10 que



proporcionaria un importantisimo avance en la inmunoterapia adoptiva. La expansion
simultanea de céulas mieloides y linfoides conseguiria aportar tanto soporte
hematopoyético como actividad antitumoral especifica.

Por Ultimo la capacidad de expandir las auténticas SC pluripotentes con
capacidad de autorrenovacion congtituiria e punto de partida para la generalizacion de
la terapia génica, ya que la divisién de las SC ex vivo congtituye la limitacion mas
importante para su transduccién mediada por vectores retrovirales o adenovirales. La
posibilidad de regular la divisién de las SC in vitro permitiria incrementar su nivel de
transduccion permitiendo asi dar paso a diversas aplicaciones clinicas de las SC
modificadas genéticamente.

En laactualidad a pesar de los importantes avances en el terreno de la expansion
ex vivo siguen quedando varias cuestiones de vital importancia por resolver, antes del
empleo clinico generalizado de células expandidas, que pueden resumirse de la
siguiente forma:

1) Determinacion del tipo de pacientes que podrian beneficiarse de la
infusién de un injerto expandido y en qué situaciones. autotrasplante de médula 6sea,
aotrasplante, trasplantes de sangre periférica o rescate de pancitopenias post
guimioterapia no mieloablativa.

2) Determinacion de la necesidad de expandir solo progenitores codificados
0 LTC-IC o auténticas stem cells en cada una de las posibles situaciones clinicas.

3) Determinacion del contenido de células con auténtica capacidad de
autorrenovacion y repoblacion hematopoyética permanente en |os injertos expandidos.

4) Determinacion de la capacidad de los injertos expandidos de prender mas
rapidamente que los no modificados para asi reducir o anular la neutropenia

postrasplante.



5) Determinacion, en e caso particular de la SCU que de forma conocida
prende de manera més lenta, si la expansion ex vivo pudiese solucionar este problema o
por el contrario lo agrava.

6) Determinacion de la fisiologia in vivo postrasplante de las células T

derivadas de injertos expandidos.

| .-4.Efectos I n Vitro de las Citocinas Empleadas en Expansion.

Son numerosas las combinaciones de citocinas que se han empleado en los
diversos modelos de expansion, con resultados variables como se ha expuesto con
anterioridad. A continuacion resumimos de manera individualizada los efectos in vitro

de las citocinas més cominmente empleadas en expansion.

|.-4.1.Interleucina 3.

La interleucina 3 (IL-3) posee e més amplio espectro de accion sobre células
hematopoyéticas entre todas las citocinas conocidas, de tal manera que su rango de
células diana incluye todos los progenitores de todas las lineas hematopoyéticas
derivadas de la SC pluripotencial. Asi, IL-3 puede estimular la generacion y
diferenciacion de macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos, mastocitos,
megacariocitos y células eritroides %, y en presencia de TNF-a estimula la generacion
de células dendriticas a partir de células CD34+ *°. Ademés IL-3 acttia sobre células
pluripotenciales mas primitivas: estimula e crecimiento in vitro de colonias mixtas

eritroides y mieloides, y estimula tanto in vitro como in vivo la divisién de céulas



(CFUs) capaces de formar colonias esplénicas en ratones irradiados *°. 11-3 ademés
promueve directa o indirectamente la supervivencia in vitro de células capaces de
repoblar ratones con linfocitos Ty B .

In vitro, las células hematopoyéticas primitivas y 1os progenitores mantenidos en
medio de cultivo exclusivamente sobreviven solo pocas horas. Al igual que otros
factores de crecimiento hematopoyéticos, IL-3 promueve la supervivencia celular in
vitro a través de la inhibicién de la apoptosis : diversas subpoblaciones celulares
obtenidas a partir de médula ésea murina cultivada con IL-3 permanecen IL-3-
dependientes no solo para su proliferacién sino también para su supervivencia, y cuando
se deprivan de IL-3 en los cultivos se produce la apoptosis °*. Experimentos que
demuestran la rgpida desaparicion de céulas IL-3 dependientes inyectadas en animales
normales que carecen de niveles detectables de IL-3 en su suero, son consistentes con
este concepto 2

Como sucede habitualmente con otras citocinas, IL-3 muestra una fuerte
actividad sinérgica con otros factores de crecimiento hematopoyéticos. En humanos,
IL-3 actlia sinérgicamente con CSF-1 en la produccion de macrofagos, con G-CSF en la
produccién de neutréfilos y con IL-11 en la produccion de megacariocitos. Tanto en
humanos como en ratones, 1L-3 actlia en la estimulacion de las SC més primitivas en

sinergismo con diversas citocinas tales como CSF-1, SCF e IL-1 8

|.-4.2.Interleucina 6.

La interleucina 6 (IL-6) e IL-3 inducen de manera sinérgica la proliferacion in

vitro de progenitores hematopoyéticos pluripotenciales murinos 3. La combinacion de

estas dos citocinas debe su accion sinérgica a que IL-6 actla sobre |os progenitores més



inmaduros haciendo que abandonen G, mientras que IL-3 soporta la proliferacion
continuada de los progenitores una vez que entran en ciclo celular activo **. Se ha
podido comprobar que el cultivo de células de médula ésea durante 6 dias en presencia
de IL-3+IL-6 incrementa su capacidad de rescatar ratones irradiados produciendo un
mayor nimero de colonias esplénicas que las células cultivadas en presencia de IL-3
exclusivamente *°. El efecto sinérgico de 1L-6 con IL-3 también se demuestra en la
megacariocitopoyesis *°. IL-6 produce per se un incremento en el tamafio y ploidia de
los megacariocitos asi como en su actividad acetilcolinesterasa, y estos efectos se
producen por una accién directa, ya que la adicion de un anticuerpo monoclonal anti-1L-
6 a cultivos de médula 6sea inhibe el desarrollo de |os megacariocitos tanto en presencia
como en ausencia de 1L-3 *’. Por Gltimo IL-6 también parece tener un papel en la
maduracion final de células de las estirpes granulocitica y monocitica como |o
demuestra e hecho de que IL-6 inhibe e crecimiento de diversas lineas leucémicas
mieloides murinas y humanas promoviendo su diferenciacion a células granulociticas y
macrofégicas *. Del mismo modo se ha podido demostrar que mientras en ratones
normales €l tipo celular predominante en las CFU-GM son los macr6fagos, en ratones
deficientes en IL-6 las CFU-GM estédn constituidas por células inmaduras de tipo
mieloblasto y monoblasto *°, 1o que sugiere un papel de laIL-6 en la maduracion de la

linea granulomonaocitica no solo in vitro sino también in vivo.

|.-4.3.Factor estimulante de colonias granulocitico-macr ofagicas (GM -CSF).

El rango de actividades de GM-CSF detectadas in vitro es extraordinariamente

amplio y comprende desde la regulacién de la diferenciacion y proliferacion de

progenitores hematopoyéticos hasta la regulacion de la supervivencia y funcién de



células maduras tales como granulocitos, macréfagos y células dendriticas, 1o que
sugiere un papel prominente de GM-CSF tanto en la hematopoyesis como en la defensa
antibacterianay la respuestainmune.

Uno de los primeros efectos de GM-CSF detectados in vitro fue laregulacion de
ladiferenciacion y proliferacion de los progenitores granul ocitico-macrofagicos in vitro.
GM-CSF estimula la proliferacion de una amplia gama de colonias mieloides en una
forma dosis-dependiente en cultivos in vitro en medio semisdlido: a bajas dosis se
estimulan los progenitores de tipo granulocitico-macrofégico, mientras que a dosis
superiores se originan colonias eritroides, multilineales y ocasionamente
megacariociticas .

GM-CSF incrementa la actividad antibacteriana de los neutrdéfilos estimulando la
fagocitosis, € metabolismo oxidativo y la expresién de antigenos de superficie
asociados con receptores de Fc (FcgRl, CR-1y CR-3) implicados en |os mecanismos de
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos ®. Ademés induce la produccién in vitro
deIL-1y del antagonista del receptor de IL-1 por los neutréfilos .

Sobre los monocitos y macrofagos GM-CSF g erce diversas acciones. promueve
la diferenciacion de monocitos, incrementa € metabolismo de las células maduras 'y su
funcion como células presentadoras de antigeno induciendo la expresion de CD1 y de
MHC clase Il %, Ademés induce la produccién por los monocitos de TNF, IL-1a, IL-
1b, IL-6, IL-8, IL-12, M-CSF y IL-1Ra asi como la expresion de INFgR y moléculas de
adhesion como CD11by CD35 °

Ademés de las acciones fundamental es sobre la linea granul ocitico-macrofagica
GM-CSF actua estimulando otras estirpes celulares: es la principa citocina estimulante
de la diferenciacion in vitro, viabilidad y funcién de las células dendriticas *, potencia

la proliferacion de células T mediada por IL-2 ®, induce la proliferacion y activacion



de los eosindfilos ®® einduce diversas funciones en las células endoteliales relacionadas
con la angiogénesis y la inflamacion tales como la migracion, proliferacion y expresion

de moléculas de adhesion &,

|.-4.4.Stem Cell Factor.

La caracterizacion biolégicainicial de Stem Cell Factor (SCF) incluia el estudio
exhaustivo de sus habilidades como factor estimulante de colonias hematopoyeéticas. Sin
embargo, como agente Unico SCF tiene solo una modesta actividad como factor
estimulante de colonias. En cultivos semisdlidos de médula 6sea murina, SCF induce la
formacion de un nimero limitado de pequefias colonias conteniendo principalmente
neutrofilos, mientras que en cultivos liquidos a mas largo plazo de estas mismas células
induce sobre todo la formacién de mastocitos ®. Sobre células de médula dsea humana
SCF tiene escasos efectos, pero es sin embargo un potente coestimulador que actla
sinérgicamente con otros factores de crecimiento como EPO, trombopoyetina, GM-
CSF, G-CSG, IL-3, IL-7 y M-CSF ® " E| efecto de SCF en estas combinaciones esel
incremento del nimero y tamafo de las colonias generadas en cultivo, sin influenciar la
diferenciacion de linea de los progenitores.

No est4 aln totalmente claro cdmo podrian emplearse en clinica los efectos
sinérgicos de SCF con otras citoquinas. Los datos disponibles hasta el momento indican
que la adicion de SCF mejora los resultados de otras combinaciones de citoquinas para
la expansion de progenitores con vistas a trasplante "°. Una segunda &rea, posiblemente
también ligada a la alteracion del estatus proliferativo de las células hematopoyéticas, es
la manipulacion de la frecuencia de transduccion en los modelos de transferencia

génica mediada por vectores retrovirales . A partir de datos preliminares parece que la



combinacion de las técnicas de expansion con los métodos de transferencia génica
pueden hacer posible una cierta “ingenieria’ del injerto, que resulte en un injerto
especia mente disefiado para cada situacion, tanto si laindicacion es la correccion de un

defecto genético o el soporte de quimioterapia a altas dosis en pacientes con cancer.

|.-4.5.FIt3-Ligando.

Antes de que Flt3-Ligando (FL) fuera clonado ya se habia demostrado la
expresion de Flt3 en las SC hematopoyéticas y en los progenitores, y se hipotetizaba
que FL podriatener un papel en e desarrollo de la hematopoyesis 2 Esta hi potesis fue
posteriormente demostrada una vez que FL fue clonado y sus actividades bioldgicas
fueron determinadas. FL como agente Unico estimula débilmente la proliferaciéon y la
formacion de colonias in vitro a partir de progenitores hematopoyéticos, pero en adicion
con otras citocinas gjerce efectos sinérgicos.

Diversos estudios dirigidos a la caracterizacion de las actividades bioldgicas de
FL usando estudios in vitro han demostrado que FL afecta a crecimiento tanto de
progenitores primitivos multipotentes como de progenitores codificados de linea
mieloide y linfoide. Si bien la actividad proliferativa de FL per se es escasa, es capaz de
soportar la supervivencia de los progenitores y mantener su responsividad a otras
citocinas que si estimulan la proliferacion . A través de este mecanismo de accién FL
actlia sinérgicamente con una amplia variedad de factores de crecimiento e interleucinas
aumentando la expansion de unidades formadoras de colonias. Sin embargo, los
progenitores més primitivos (LTC-IC) de médula 6sea humana si son inducidos a
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proliferar por FL como agente Unico , Y se puede lograr una expansion in vitro de

hasta 30 veces de este tipo de células con la combinacion de FL+SCF+IL-3 ™. El



concepto de que la accion de FL se gjerce sobre los progenitores més primitivos se ve
apoyado por los datos obtenidos a partir de ratones deficientes en FIt3. Estos animales
son viables y aparentemente sanos, pero tienen un defecto en las SC mas primitivas
medido en un ensayo de repoblacién competitiva a largo plazo: cuando la médula 6sea
de estos ratones es transferida a receptores irradiados su potencial de reconstituir la
hematopoyesis es muy inferior a correspondiente a médula ésea de ratones normales
75.

FL comparte un cierto nimero de actividades biol6gicas con SCF, incluyendo su
capacidad de actuar sinérgicamente con un amplio nimero de citocinas favoreciendo la
proliferacion de progenitores mientras su actividad como agentes Unicos es muy débil.
Sin embargo la ausencia de un efecto de FL sobre la eritropoyesis y la produccion de
mastocitos, sobre los que SCF tiene un potente efecto, indican que las funciones
biol 6gicas de ambas citocinas no son enteramente superponibles.

Los efectos de FL sobre progenitores de linea linfoide B y T también han sido
estudiados. El cultivo de células CD34+ de médula 6sea humana sobre un estroma de
timocitos fetales irradiados da lugar a desarrollo de células TCR+ en presencia de IL-
12, y laadiciéon de FL a este tipo de cultivo aumenta la produccién celular sin aterar e
fenotipo de las células T obtenidas . En la estirpe linfoide B, las céulas pre-pro-B
expresan FIt3, y esta expresion va desapareciendo a medida que progresan hacia células
pre-B ”’. Progenitores no codificados de higado fetal de ratén se diferencian en células
de estirpe B en respuestaa FL+IL-7+IL-11 mientras que FL+IL-7 estimulala expansion
de las céulas pro-B "®. En células humanas, FL act(ia sinérgicamente con IL3+IL-7
promoviendo el crecimiento de células pro-B y su diferenciacion a células pre-B. La
hipotesis de que FL actta sobre e desarrollo temprano de la estirpe B se ve demostrado

in vivo en ratones FIt3 deficientes, |os cuales presentan un nimero reducido de células



tanto pro-B como pre-B . Conjuntamente estos resultados demuestran que FL tiene un
papel importante en los eventos tempranos de la diferenciacion linfoide B, y aunque

menos bien definido, también de laestirpe T.

|.-4.6.Trombopoyetina.

La hipétess de que los niveles de plaguetas circulantes y la
megacariocitopoyesis eran controlados por un regulador humoral fue propuesta ya por
Y amamoto ®° en 1957, y denominado Trombopoyetina (TPO) por Keleman en 1958 &,
Desde ese momento muchos grupos han dirigido sus investigaciones a aislamiento y
purificacion de la TPO, pero sblo muy recientemente varios laboratorios de manera
simultanea han conseguido purificarla, clonar su gen e identificarla con el ligando del
receptor c-mpl % %, A partir del momento en que se dispone de |a proteina purificada
una serie de evidencias experimentales han |[levado a corroborar la hipétesis de que TPO
constituye el regulador fisioldgico de latrombopoyesis. Asi, se ha podido demostrar que
TPO soporta la proliferacion de los progenitores megacariociticos y su diferenciacion a

82

megacariocitos poliploides tromboformadores Los ratones c-mpl deficientes

presentan un marcado descenso en e nimero de plaquetas y de megacariocitos junto

8 y la administracion de TPO a ratones

con niveles elevados de TPO en suero
normales produce un llamativo incremento en las cifras de plaguetas circulantes a
través de una megacariocitopoyesis acelerada ®.

Ciertas observaciones recientes han sugerido la posibilidad de que TPO puede
estar ademas implicada en la proliferacion de progenitores hematopoyeéticos inmaduros.

El protooncogén v-mpl homdélogo de c-mpl produce un sindrome mieloproliferativo en

ratones que afecta a las lineas granulocitica, eritroide, monocitica, megacariocitica y



mastocitaria . Ademés el transcrito del c-mpl  esté presente en células CD34+CD38-
humanas altamente enriquecidas en progenitores primitivos &

A partir de estas evidencias han comenzado a publicarse los primeros resultados
de cultivos in vitro de progenitores hematopoyeéticos en presencia de TPO. Kobayashi y
cols.® han demostrado que TPO acttia sinérgicamente con SCF y/o 1L-3 soportando la
produccion de colonias hematopoyéticas multilineales a partir de progenitores
inmaduros de médula 6sea humana, y en combinacién particularmente con SCF
constituye un estimulo de la produccién de progenitores en suspension mas potente que
otras citocinas como IL-6, IL-11 y G-CSF. Borge y cols® han demostrado otro efecto
importante de TPO in vitro sobre células de médula 6sea humana CD34+CD38-
consistente en su capacidad de mantener la viabilidad celular via inhibicion de la
apoptosis. Este doble efecto de estimulacion de la produccion de progenitores y de
inhibicion de la apoptosis de stem cells inmaduras hacen de TPO una de las citocinas
con mayor aplicabilidad tedrica en los modelos de expansion de céulas

hematopoyéticas humanas.

|.-5. Uso de los Modelos Animales en la Evaluacion de la Capacidad de

Repoblacién a Largo Plazo de Stem Cells Humanas.

Los estudios in vitro no son capaces de resolver la cuestion de la capacidad de
repoblacion de la hematopoyesis alargo término de las SC humanas.

La necesidad de estudio del prendimiento y diferenciacion de las células
hematopoyéticas humanas primitivas in vivo ha llevado al desarrollo de varios modelos

animales de ratones inmunodeficientes. Estos modelos incluyen e clésico ratdn con



Inmunodeficiencia Severa Combinada (SCID) C.B-17 scid/iscid %, e ratén
inmunodeficiente beige atimico ligado a X (bnx) %, el ratén SCID humanizado (SCID-
hu) en e cual se trasplantan quirdrgicamente tejidos hematopoyeéticos humanos fetales

tales como higado, timo y fragmentos 6seos 9%

, 'y un raton SCID transgénico que
expresa los genes de IL-3, GM-CSF y SCF humanos *°.

Recientemente, una nueva cepa de ratbn NOD/LtSz-scid/scid (NOD/SCID) ha
sido desarrollada mediante el cruce de ratones SCID con ratones diabéticos no obesos
(NOD/Lt) *. Varios autores han estudiado este modelo animal llegando a determinar
que € nivel de prendimiento de células humanas tras xenotrasplante de esplenocitos ¥,
células mononucleadas de sangre periférica *, méduladsea * 0 SCU ® esentre cinco
y diez veces superior a que puede conseguirse con los mismos trasplantes en el clasico
raton SCID.

Una vez determinada la utilidad de |os model os de ratones inmunodeficientes en
el estudio de la capacidad de prendimiento de SC humanas, son varios los autores que
han empleado estos modelos murinos para estudiar la capacidad funciona de
repoblacion permanente de la hematopoyesis de injertos expandidos. Asi, Laver y cols.
101 demostraron que el prendimiento de la hematopoyesis humana en ratones BNXid
trasplantados con células CD34+ de SCU deplecionadas de linfocitos T y expandidas
con IL-3+SCF no se veia comprometido; este estudio, sin embargo, atendia
exclusivamente a prendimiento a corto plazo y no estudiaba el efecto de la expansion
mediada por citocinas en el prendimiento sostenido a largo término de las SC de SCU
expandidas. Humeau y cols.*® infectaron células CD34+ de sangre periféricacon e gen

viral nisLac Z, y las cultivaron en presencia de IL-3+IL-6+GM-CSF+SCF; las células

fueron a continuacién inyectadas en implantes de médula 6sea y timo de ratones SCID-



hu, obteniéndose prendimiento de células originarias del donante en médula 6sea pero
no en timo.

En la actualidad se dispone de los primeros estudios de capacidad funciona de
prendimiento de células humanas expandidas en ratones NOD/SCID. De especial
interés resulta el trabajo de Bathiay cols. ' en el que demuestran que la célula humana
capaz de repoblar la hematopoyesis de ratones NOD/SCID conocida como *“Scid
repopulating cell” (SRC) puede ser mantenida y/o modestamente expandida tras el
cultivo in vitro de células CD34+CD38- de SCU con SCF+FL+G-CSF+IL-3+IL-6; d
andlisis cuantitativo demostrd un incremento entre 4 y 10 veces en el nimero de células
CD34+CD38- y en e nimero de CFU, asi como un incremento entre 2 y 4 veces en €
nimero de SRC. Por el contrario, Glenechea y cols. han publicado recientemente un
retraso significativo en el prendimiento en ratones NOD/SCID de células de SCU
expandidas con IL-3+IL-6+SCF con respecto a células no expandidas **. Obviamente
las diferencias en los sistemas de cultivo, las citocinas adicionadas al medio y las
diferencias en los métodos de trasplante pueden ser responsables de estos resultados

aparentemente contradictorios.
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[1.- JUSTIFICACION, HIPOTESISY OBJETIVOS

I1.-1. Justificacion.

A pesar del extraordinario interés que ha despertado |a posibilidad de expansion
ex vivo de céulas hematopoyéticas humanas, y de los numerosos estudios
experimentales que se han llevado a cabo en este campo durante los Ultimos afios,
persisten numerosas cuestiones sin resolver, que nos parecen previas a la aplicacion
clinica de estas técnicas.

La primera cuestion a plantear es s las células CD34+ expandidas “ex vivo”
mantienen realmente la capacidad de establecer un injerto hematopoyético sostenido. La
Unica manera de responder a esta cuestion es e modelo de trasplante xenogénico en
ratones inmunodeficientes (NOD/SCID); de este tipo de modelos existen escasos
estudios, llevados a cabo exclusivamente con células de SCU y MO, y con resultados

hasta cierto punto contradictorios.



La segunda cuestion importante es si es 0 no posible expandir las c8ulas CD34+
de sangre periférica tras movilizacion con factores de crecimiento (G-CSF), ya que esta
es la fuente de SC que hasta el momento se ha presentado como més ventgjosa, tanto
por facilidad de obtencién como por rapidez de prendimiento. En este sentido, aunque
las primeras experiencias clinicas de trasplante de células expandidas se redlizaron a
partir de progenitores de sangre periférica, los regimenes de acondicionamiento
empleados en estos estudios no eran realmente mieloablativos, por 1o que no se pudo
demostrar la capacidad de injertar de las células expandidas. A nivel experimental son
escasos los estudios llevados a cabo con progenitores de sangre periférica y los
resultados tan contradictorios que han llevado a algunos autores a concluir que no es
posible expandir progenitores a partir de esta fuente, mientras que a otros les han
[levado ala conclusién contraria.

Basados en estas premisas nos proponemos estudiar la capacidad de expansion
“ex vivo” de células CD34+ de sangre periférica con combinaciones de citocinas que
incluyan las que acttian sobre SC no codificadas como TPO, FL y SCF, junto con otras
como IL-3 e II-6 que actdan sobre células progenitoras codificadas. |guamente, nos
proponemos valorar la capacidad real de injerto a largo plazo de las céulas de sangre
periférica expandidas, diferenciandolas de las CD34+ originales sembradas en €l cultivo
mediante una técnica de “cell tracking” que nos permite seleccionar exclusivamente las
células CD34+ generadas de novo, para su posterior trasplante y valoracion in vivo en

ratones NOD / SCID.



I1.-2. Hipotesis.

Al igua que las células CD34+ procedentes de SCU o de MO, las de sangre
periférica (SP) pueden ser expandidas “ex vivo” por combinaciones de citocinas que
incluyan aguellas que acttian expandiendo los compartimentos de SC més inmaduras
(autorrenovacion) y aquellas otras que potencian las expansién de células progenitoras

codificadas de linea.

[1.-3. Objetivos:

1) Valorarla expansion de células CD34+ de SP en cuanto nimero

y capacidad funcional con diversas combinaciones de citocinas.

2) Purificaciéon de las células CD34+ generadas de novo en los
cultivos mediante “cell tracking” y posterior separacion celular activada por

fluorescencia (" cell sorting”).

3) Vaoracion de lacapacidad de injerto alargo plazo de las células
purificadas generadas de novo en los cultivos mediante trasplante en ratones NOD /

SCID.



I11.- MATERIAL Y METODOS.



I1l.- MATERIAL Y METODOS.

[11.-1. Obtencion y Purificacion Celular.

Las células empleadas en todos los experimentos fueron obtenidas de alicuotas
de productos de aféresis de donantes para trasplante alogénico. Lamovilizacion previaa
los procedimientos de aféresis se llevo a cabo mediante administracion de G-CSF a
dosis de 12 ngr/kg/dia. Las aféresis fueron realizadas mediante un procedimiento
esténdar de leucoféresis en una méguina Fenwall CS 3000 Plus (Nexell Therapeutics
Inc. Irvine CA, USA).

Los productos de aféresis fueron sometidos a un procedimiento de seleccién
positiva. La seleccion positiva de las células CD34+ se llevd a cabo por un
procedimiento inmunomagnético en un sistema automatico Isolex 300i (Nexell) que, de
forma resumida consiste en lo siguiente: tras un lavado inicial en el que se eliminan las
plaquetas y se concentra el producto, las células son incubadas con un anticuerpo
monoclona anti-CD34 de origen murino y a continuacion con microesferas magnéticas
Dynal M-450 recubiertas de un anticuerpo monoclonal de rata anti g de ratén, con lo
que las c8lulas diana CD34+ quedan fijadas a las microesferas magnéticas.

A continuacién se somete a la suspension celular a la accion de un campo
magnético en € cual las células diana recubiertas por microesferas quedan atrapadas,
separandose asi de las células CD34 negativas. Por Ultimo, las c8lulas CD34+ son
liberadas de las microesferas por la accion de un péptido especifico PR34+ (Nexell)

que separa la unidn antigeno-anticuerpo entre células y microesferas.



De los productos de seleccidén positiva o de seleccion positivalnegativa, se
obtuvo una alicuota de aproximadamente 1 ml, que se empled en los experimentos de

expansion.

I11.-2.Deter minacion de la Pureza Post Seleccion Positiva.

Una alicuota de 1x10° células totales, se incubd 10 minutos en oscuridad con un
anticuerpo monoclona anti CD34 humano ligado a Ficoeritrina ( Clon HPCA-2, 1gG1,
Becton, Dickinson). Tras dos lavados con PBS, las células fueron adquiridas en un
citémetro FACScalibur (Becton-Dickinson, San Josg, CA, USA) dotado con un l&ser de
Argon enfriado por aire a 488nm y 15mW de potencia. Se empled un software
especifico para andisis citométrico CellQuest 1.2.2 ( Becton-Dickinson, San José, CA,
USA). Se adquirieron a menos 10.000 eventos totales con detectores fijos con los
siguientes valores: FS: EOO, 1.80 Amplificacion linear. SC: 210y FTM2: 475.

El andlisis se realiz6 primero seleccionando eventos sobre morfologia FS versus
SC y finamente sobre un dot-plot SC en gle X versus Ficoeritrina CD34 en ge Y
considerandose positivos los eventos con alta expresion de CD34 y bajo SC. Como
controles se emplearon células mononucleadas totales y células marcadas con un
anticuerpo monoclonal isotipico (IgG1) marcado con Ficoeritrina. En ambos casos la

sefial transformada logaritmica erainferior ala primera década logaritmica.

[11.-3.Marcaje Celular con PKH26.

Las alicuotas obtenidas de los productos de seleccidn positiva fueron sometidas

atincion con € colorante PKH26 (Sigma Chemical San Louis, MO, USA) que tiene la



propiedad de sin afectar la biologia celular, permite seguir las células marcadas que
emiten fluorescencia roja, que inician los cultivos de expansion y distinguirlas de las
células CD34+ generadas de novo en los cultivos que no emiten fluorescencia. El
procedimiento de tincion consistié en la incubacién de la suspension celular a una
concentracion de 1 x 107 células/ml., durante 4 minutos con el colorante PKH26 a una
concentracion de 2 x 10° M. Transcurridos los 4 minutos la reaccién fue parada
mediante la adicién de un volumen igual de suero de ternero fetal (FCS) durante 1
minuto. Por Ultimo, se afiadié un volumen igual de medio de cultivo de Dulbecco
modificado por Iscove (IMDM) suplementado con un 10% de FCS. A continuacion las
células fueron lavadas en X-VIVO-15 (Bio-Whittaker Walkersville, MD, USA),
resuspendidas, contadas y calculada su viabilidad mediante tincién con Azul Tripan.
Una alicuota de estas células conteniendo entre 20 y 50.000 células fue utilizada para el

andlisis de lafluorescenciainicial de la suspension celular debidaa PKH26 en e dia 0.

[11.-4.Expansion “Ex Vivo”.

Las células tefidas con PKH26 fueron resuspendidas en X-VIVO-15
suplementado con glutamina (Sigma) y 2-mercaptoetanol 10* M a una concentracion
celular final en e cultivo de 1 x 10° celulas/ml. La suspension celular fue dividida en
alicuotas que fueron cultivadas con una Unica citocina o con combinaciones de ellas,
utilizandose en todo caso las siguientes concentraciones finales de citocinas en el

cultivo:



TPO..oiiiieereeee e 20 ng/ml

SCF.ieeeeee e 100 ng/ml
FL e 100 ng/ml
IL-3e e 20 ng/ml
L6 20 ng/ml

Todas las citocinas fueron obtenidas de R&D Sistems, Minneapolis, MN, USA.

En cada uno de los experimentos las células fueron cultivadas en presencia
exclusivamente de TPO, de SCF y de FL, asi como con las combinaciones IL-3+IL-6,
TPO+SCF+FL (Combinacion 3) y TPO + SCF + FL + IL-3 + IL-6 (Combinacion 5).
Cada una de las suspensiones celulares fueron incubadas en placas de 96 pocillos de
fondo plano en estufa a 37° C con 5% de CO..

Con objeto de determinar la duracion idénea de los cultivos, las células fueron
analizadas en los dias +4 y +6, determinandose celularidad, porcentaje de células

CD34+, viabilidad y emision de fluorescencia debida a PK H26.



[11.-5.Separacién Celular Activada por Fluorescencia de las Céulas

Expandidas.

[11.-5.1.Preparacion de la suspension celular.

A dia 0 como muestra control inicia y a los dias 4 y 6 de cultivo en medio
completo con citocinas, las células se transfirieron atubos de 25x75 mm (Coulter, | zasa,
Espania). Tras dos lavados con PBS, se afadieron 50nL de gammaglobulina humana
para bloquear 1os receptores de la fraccion constante de las inmunoglobulinas (Fc). Se
empled e anticuerpo monoclonal anti CD34 humano (Becton-Dickinson) 10niL por
cada 1x10° células, incubandose 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Después las céulas se lavaron de nuevo dos veces con PBS y se resuspendieron en
500mrL de PBS. Se empled loduro de Propidio (en una solucién de trabajo de 1ng/iL) a
concentracién de 1nl/ml a la cua solamente las células con perforaciones de

membrana, es decir no viables, son permeables a colorante.



[11.-5.2.-Descripcion del citdmetro Elite ESP.

Para la separacion celular activada por fluorescencia se empled un citdmetro con
capacidad de separacion electrostédtica Coulterd EPICSA Elite ESP  (Coulter
Corporation, Hialeah, Florida USA). El citdbmetro consta de dos fuentes de laser
Cyonics, Ltd ( Sunnyvae, California, USA) (15mW de potencia y 5.5%: Argon con
emision de luz a 488 nm, y un léser de Helio Nedn que emite a longitud de onda
constante de 633 nm . El laser incide sobre una camara de cuarzo cubica por la cua
circula la suspension celular envuelta en liquido salino ISOTON, con un orificio de
salidaal aire de 100 micras. La dispersion de laluz de hasta 15 grados, se recoge en un
receptor de sefial frontal atenuado con una méscara negra, generando la sefia
denominada Forward scatter (FS). La dispersion de luz lateral denominada Side scatter
(SS) y las sefides producidas por la excitacion de la fluoresceina del monoclonal CD34,
del colorante PKH26 y del loduro de Propidio, es agrupada mediante una lente
convergente y fraccionada en distintas longitudes de onda mediante filtros dpticos de
paso de banda (PB) o dicroicos largos (DL) que permiten el paso de longitudes de onda
fijas o solamente las que superen la longitud determinada respectivamente. La

descripcién desde la lente convergente hasta el Ultimo fotomultiplicador es:

488 nm PB 525 PB 575 PB 610 PB

488 nmDL 488 nmBK 550DL 640DL 675PB



Para recoger las sefladles de dispersion latera se utilizan cuatro
fotomultiplicadores que recogen: FMT1 sefid de 488nm o la generada por la dispersion
del laser argon por € citoplasma celular, FMT2 sefial de 525 nm correspondiente a la
emision de la fluoresceina ligada al CD34, FM T3 sefid de 575 nm correspondiente ala
emision del PKH26 y FMT4 sefia de 610 nm correspondiente a la emisiéon del loduro
de Propidio. Las cinco sefiales generadas son transferidas a un soporte informatico con
una unidad 4.86 a 25 mHz, dotada de programas de andlisis y creacion de histogramas,
dot plotsy tratamiento estadistico.

El citdmetro esthd dotado sobre la camara de cuarzo de un crista
piezoeléctrico que transforma una sefial eléctrica en una vibracion que produce la
ruptura del liquido de la suspensién celular en mindsculas gotas en las que quedan
aisladas céulas individuales. Esas gotas serdn cargadas el éctricamente cuando sea
deseado y separadas mediante fuerza el ectrostatica generada por unas placas situadas
alasalida de la camara de cuarzo. De esta forma las gotas que contengan las células
que relinan las condiciones impuestas, seran recogidas en un tubo estéril con medio

RPMI.

La calibracién precisa del g e cAmara-léser-sistema Optico se redliza diariamente
utilizando unas microesferas comerciales ( Flow-Check Fluoroesferas, Coulter)

mediante unas potencias fijas para cada receptor de sefial:



FS: Voltios: 430 Intensidad de ganancia: 10 y pico de ganancia:1
FMT1: Voltios: 230 Intensidad de ganancia: 10

FMT2: Voltios: 475 Intensidad de ganancia: 10 y pico de ganancia: 5
FMT3: Voltios: 510 Intensidad de ganancia: 10 y pico de ganancia: 5

FMT4: Voltios: 580 Intensidad de ganancia: 10 y pico de ganancia: 5

Analizando esta suspension de microesferas a 100 eventos por segundo se deben

conseguir unos coeficientes de variacion medios de menos de 1 %.



[11.-5.3.- Protocolo de separacion celular.

Tras la perfecta adineacion del ee laser-camara-sistema Optico, se inicia la
ruptura de liquido mediante la vibracion del cristal piezoeléctrico a una frecuencia de 30
Khz y una amplitud total de vibracion de 50 por ciento. Las placas de deflexion actdan a
un 90 por ciento de su separacién maxima. Tras 15 minutos de vibracion, se disminuye
lafrecuencia a 25K hz que produce una ruptura suficientemente cercana a la salida de la
cémara de cuarzo. Empleando la suspension de microesferasy separando 50 de ellas se
determina la distancia desde que la gota se selecciona hasta que se carga el éctricamente
y se separa, comprobando la presencia de 50 microesferas fluorescente en un
microscopio de fluorescencia Zeiss ( el célculo del “drop delay” se mantiene entre 26-
28 gotas de forma estable). Los voltajes para cada fotomultiplicador y las
compensaciones por e solapamiento de emisiones son constantes durante todo el
experimento y también interensayo. Para las sefides de fluorescencia recogidas por los
FTM2-3-4 se empled transformacion logaritmica para su expresion en graficos. Con
estos valores, células mononucleadas frescas de sangre periférica analizadas puras o con
anticuerpos irrelevantes marcados con fluoresceina y ficoeritrina, no superaban la
primera década logaritmica correspondiendo a autofluorescencia y e porcentaje de

captacion de loduro de Propidio serainferior al 5%.



FS FTM1| FTM2 FTM3| FTM4
Volts 400 270 930 980 990
Intensidad 10.0 15.0 1.0 1.0 1.0
Pico Ganancia 1.0 1.0 1.0 1.0
Compensacion de fluorescencia: Y-%X
Y FTM2 FTM3 FMT4

X

FTM2 9.2 0.0

FTM3 27.0 9.0

FTM4 0.0 19.0

Para la perfecta identificacion de las células hijas expandidas CD34+ y
viables, se empled un protocolo de adquisicion secuencial creando ventanas primero
sobre los eventos viables, después sobre las células agrupadas, sobre las células
CD34+ y finamente analizando la expresion de PKH26 ( Figura 1). A dia 6 de
cultivo, solamente las células por debajo del cut-off inicial de expresion de PKH26,

fueron separadas, dibujando una ventana rectangular. Las células se recogieron en

medio RPMI estéril.
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FIGURA 1: Representacion de andlisis secuencial de células CD34 positivas
viables ( oduro Propidio negativo) para determinar la captacion de colorante

PKH26 pre expansion.



I11.-6.Determinacion de la Frecuencia de LTC-IC Mediante Andlisis de

Dilucién Limite (LDA).

Céulas CD34+ sin manipular y células CD34+ procedentes de expansion
fueron utilizadas para evaluar la frecuencia de LTC-1Cs utilizando un método libre de
estroma descrito por Traycoff y cols.* ™. Las células se cultivaron en una dilucién limite
(2,4,8,16,32 y 64 céulas por pocillo) en placas de 96 pocillos con 100 il IMDM + 10%
de FCS, suplementado con IL3 (10ngr/ml), IL6 (10ngr/ml), factor estimulante de
colonias granulociticas-macrofagas (GM-CSF;, R&D  Systems, 10ngr/ml) vy
eritropoyetina (EPO; R&D Systems, 5U/ml). Se seleccionaron las células CD34+ con
baja expresion de PKH26 utilizando un citdmetro Coulter ESP con un brazo Autoclone
(Coulter Corporation) para introducir en cada pocillo € nimero de células
correspondiente. Las células se incubaron a 37° C en una atmdsfera 100% humidificada
y conteniendo 5% de CO2 en aire durante 7 dias. Fueron realimentadas con 100 il de
medio suplementado con citocinas alas mismas concentraciones, y se incubaron otros 7
dias. Catorce dias después de comenzar €l cultivo se extrgjeron 120 il de cada pocilloy
las células fueron cubiertas con 150 il de un medio formado por 33% de FCS, 5x10°
mol/L de 2-mercaptoetanol, citocinas (como se indicd anteriormente) y 1% de
metilcelulosa en IMDM. Las placas se incubaron durante 14 dias y se procedio,
mediante un microscopio invertido, a recuento de CFU-GM, unidades formadoras de
colonias eritroides (BFU-E) o CFU-GEMM, en cada pocillo. Los pozos fueron
considerados positivos con la presencia de a menos una CFC. El nimero de pocillos
positivos y negativos fueron calculados y posteriormente analizados para establecer la

frecuencia de LTC-IC por poblacion celular.



[11.-7. Inmunofenotipo de las Céulas Expandidas.

Alicuotas de células sin manipular y células expandidas y marcadas, se lavaron
dos veces con PBA. A continuacion, las células fueron tefiidas con per-CP (proteina
Peridin Chlorophyll) marcada con anticuerpo monoclonal antihumano CD34 (HPCA-2,
Becton Dickinson) y seguidamente con los siguientes anticuerpos monoclonaes de
raton antihumanos conjugados con Fluoresceina Isotiocianato (FITC). CD33 (clone
WM-54, Dako; Denmark), CD38 (clone T16, Immunotech, France), y anti-HLA-DR
(clone L243, Becton Dickinson). Después de 10 minutos de incubacién en oscuridad,
se lavaron otras dos veces en PBA y se analizaron inmediatamente en e citdmetro de
flujo FACScalibur para comprobar la expresion de CD34, intensidad de PKH26 y

expresion de CD33, CD38y HLA-DR.

I11.-8.Andlisisdel Ciclo Celular.

Una alicuota de las células CD34+ seleccionadas procedentes de SCSP, se
conservé sin marcar con PKH26 y se estudi6 su ciclo celular, para ser comparado con €l
de las células marcadas, tanto antes, como después de 6 dias en cultivo. Para esto las
células se lavaron dos veces en PBA y se resuspendieron en 1ml de etanol 70% frio. A
continuacion las células fueron tratadas con RNAsay 20 il de Pl. Las fases del ciclo
celular se establecieron con e citdmetro de flujo FACScalibur y se analizaron con

MODFIT sofware (Becton Dickinson).



[11.-9.Trasplante de Células Expandidas en Ratones NOD/SI CD.

Con objeto de valorar la capacidad de prendimiento in vivo de las células
expandidas, las células CD34+ viables obtenidas de los cultivos de expansion y
posteriormente separadas por emision 0 no de fluorescencia debida a PKH26 fueron
trasplantada a ratones inmunodeficientes y posteriormente valorado el quimerismo
humano.

[11.-9.1.Animales.

Hemos utilizado en nuestros trabajos ratones hembras de la cepa NOD/LtSz-
Prkde<scid >/J (NOD/SCID), que procedian de The Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME, (USA)'® de cinco semanas de vida Este modelo de ratén fue creado mediante
retrocruzamiento de la mutacién SCID sobre la estirpe del raton diabético no obeso
NOD/LtSz %, obteniendo un animal diabético no obeso y lo que es méas importante con
una inmunodeficiencia congénita.

Los ratones fueron instalados en una cdmara de aislamiento movil de
presion positiva, construida en acero inoxidable Z6 CN 18 09 y las puertas en atuglas
transparente.

La camara esté equipada con: filtro absoluto, filtro de carbon activado, prefiltro
lavable de entrada de aire, ventilador de velocidad regulable y mandémetro. Asi mismo

cada compartimento va provisto de un termometro de temperatura. res. : E4esENCS00.

Los ratones fueron mantenidos en condiciones de esterilidad, en jaulas con

pienso y agua igual mente esterilizados.



El pienso suministrado por Extralab® Ets Pietrement B. P. 5977482 PROVINS
CEDEX como aimento completo para ratas / ratones esterilizado con la siguiente

composicion porcentual :

- Proteinas totales 18%
- Materia grasa total 5%
- Celulosatotal 4.5%
- Residuos totales 6%
- Humedad 11%

Este alimento se fabrico con: granos de cereales, con productos y subproductos
de cereales y oleaginosas, productos de pescado, forrges secos, aceites y grasas,
minerales, y todo ello complementado con vitamina A 45000 UI/Kg. , Vitamina D3
2000 Ul/Kg. , y Vitamina E 80 Ul/Kg.

El agua procedente de la red de abastecimiento de la poblacidon se filtrd
mediante filtros Millipore Sterivex® con dispositivo de filtro de 0,22 i con dispositivo
de campana, para esterilizacion de soluciones acuosas. Se administré alos ratones tanto
pienso como agua ad libitum..

Se emplearon jaulas pararatonestipo S (424 cm?) de capacidad de 5 a 11 ratones
seglin peso. Compuesta por:

Cubeta de policarbonato tipo S. ref. E1ccBACOO7

Tapa en acero inoxidable con separador movible. rer. excvcou11?

Botella de PE 250 ml. ret. eseeriBo01

Tapodn de acero inoxidable con pipeta de 36mm Yy rosca. re. EsexEMBY0L
Asi mismo cada jaula iba provista de una capucha filtrante (cubre-jaula),

irradiadas para mayor aislamiento de |os animales inmunodeprimidos. ref. Earvcoust?



Este materiadl asi como e armario-cAmara de aislamiento nos fueron

suministrados por CRIFFA, S.A. Barcelona

[11.-9.2.Cabina deflujo laminar.

Para trabajos en condiciones de esterilidad y ausencia de particulas se empleo
una cabina de flujo laminar, que mediante un barrido de aire filtrado e impulsado en
régimen laminar sobre la zona de trabajo nos proporciond el ambiente adecuado para el
trasplante y todas las manipulaciones |levadas a cabo sobre los ratones, como limpieza
de jaulas, cambio de cama de viruta estéril, suministro de comida y agua estériles, asi

como su introduccion en los tubos de irradiacion.

Se utilizé clase 100 segin norma US Federal Estandar 209e con filtro HEPA
(ULPA) con eficacia de 99,999%. Modelo IDL. 96H cddigo 490960, y con dimensiones
1500 x 725 x 600 con los siguientes accesorios. |&mpara germicida serie-H (Kit);
soporte para cabina IDL. 96; Magnehelic, mandmetro; toma de corriente.

Para su mantenimiento de esterilidad, se limpié su superficie con una solucion

llamada I nstrunet®30 Esporicida compuesto de:

composicion sin activar activado
Fenol 90% 10,27% 9,4%
Glutaraldehido 25,00% 2,0%

Con capacidad esporicida, virucida, tuberculicida, bactericida, pseudomoniciday

fungicida.



111.-9.3.Radiacion.

Se empleo una fuente de Cesio 137, para lo cua se utilizo un irradiador de
muestras biol6gicas GammaCell 1000 (Nordion International Inc, Ontario, Canadd) que
consta de dos partes:

Un contenedor fijo de la fuente radiactiva: Cesio137 que presentaba una
actividad en fecha 29-8-83 de 612 Curios, y que actualmente emite a una tasa de

3.1 Gy/min. Dicha fuente se encuentra encapsulada en plomo encastrado en una

chaqueta de acero

Un rotor que contiene el canister para el posicionamiento de las muestras
biolégicas. El canister se sitlia sobre una base rotatoria continua que permite una

exposicion homogénea de la muestra alafuente. Dicho rotor se halla conectado a

un motor eléctrico que permite un giro del mismo de 180°, lo que consigue la

exposicion o retirada a la fuente radiactiva.

En su parte anterior tiene un panel con un temporizador que permite determinar
el tiempo total de exposicidn de la muestra ala fuente radiactiva

Mediante estudios dosimétricos se ha determinado la posicion idea de las
muestras dentro del canister que permite una dosis administrada lo mas homogénea
posible y con menos rango de variacion dentro del campo expuesto (= 5%).

Los ratones fueron radiados con una dosis subletal de irradiacion corpora total
de 310 cGy, y una tasa de 5 cGy/minuto. Elegimos esta dosis por no observar
mortalidad debida a la radiacion, y siguiendo algunos trabajos donde las dosis de

radiacion estan proximas a las empleadas por nosotros, desde los 375 cGy usada por



Bonnet D. y cols. '® , a los 300 cGy utilizados por Johannes C.M. van der Loo y
cols.*®.

Se realiz6 un estudio de supervivencia previa con grupos de cinco ratones que
fueron radiados con distintas dosis desde 200, 300 y 400 cGy, observando que la dosis
de 300 cGy era la dosis superior en la que e ndmero total de animales radiados
sobrevivian después de 50/dias. Por €l contrario con una dosis de 400 cGy alos 14 dias

solamente vivian el 60%, a los 18 dias el 20%, y a los 50 dias no sobrevivia

ninguno de los animales.(Fig.2)

Ratones

5 A

OO O
4 -
saagfigacs

Dias

FIGURA 2: Curva de Supervivencia para distintas dosis deradiacion (2, 3

y 4 Gy) en 5ratones NOD/SICD para cada dosis.



Para su radiacion se transportaron en dispositivos individuales fabricados para
tal propdsito empleando tubos de polietileno de 50cc de volumen marca Grei ner®, alos
cuales se les habia perforado bilateralmente a 1/3 de su base y en el centro del tapon de
rosca, los espacios comprendidos en le cono de la base y e del mencionado tapon de
rosca se rellenaron con algodon. Una vez preparados se esterilizaron mediante oxido de
etileno.

L os ratones dentro de | os tubos descritos anteriormente (cada uno en un tubo) se
colocaron en el vaso (canister) del GammaCell 1000; para que se mantuvieran en
posicion vertical se fabricd una peana de espuma de polietileno de 3,5cm de altura que
se coloco en € fondo del vaso con una escotadura central de 28mm de didmetro y
17mm de profundidad, en la que se aoja el tubo de 50cc, quedando expuesto a la

radiacion de forma uniforme.

[11.-9.4.Técnica detrasplante.

Una vez radiados los ratones mediante e procedimiento descrito, se procedio a
su trasplante en el mismo dia post-irradiacion, para ello se procedi6 a su inmovilizacion
utilizando un sistema que hemos puesto nosotros en préctica, con excelentes resultados.

Para inmovilizar a ratébn hemos empleado un tubo de polietileno de 50 ml, &l
igual que empleamos para su radiacion total, marca Greiner®a que igualmente se
perforé por ambos lados opuestos en el 1/3 proximo a su base 'y en le centro del tapon
de rosca por donde se saco el rabo, quedando aislado del resto del cuerpo del animal

para poder asi practicar su venopuncion en las venas laterales del rabo. Con este



procedimiento evitamos la anestesa del anima y la consiguiente mortalidad
postanestesia, asi como posibles alteraciones hemodindmicas y/o endocrinas
subsecuentes.

Cuando € rat6n se encuentrainmovilizado limpiamos el rabo con varias pasadas
de un algodén impregnado con alcohol de 70°, consiguiendo dos objetivos por un lado
su limpiezay por otro lamayor dilatacién de sus venas. Posteriormente |o aproximamos
a una fuente de luz y calor emitido por una bombilla halogenada, consiguiendo asi la
mayor dilatacion de sus venas del rabo.

I nmediatamente pasamos a su venopuncion e inyeccion del medio de cultivo con
las células suspendidas, para lo cual utilizamos jeringas de 1ml con escala centesmal
con aguja montada 25Gss, marca Plastiplak® con cono luer y cilindro transparente, que
permite una dosificacion més facil y precisa, asi como la observacion y eliminacion de

burbujas de aire. (Fig.3).

Figura 3.-Venopuncion en vena lateral del rabo en ratén inmovilizado e infususion

dela suspension celular en PBS.



[11.-9.5.0btencion de piezas.

Los ratones fueron sacrificados entre las seis y ocho semanas postrasplante,
mediante luxacion cervical. Una vez que se confirma su exitus se pasa hacer la
diseccion practicando una incision media desde region preesternal hasta proximidades
de genitales, separando piel y fascias asi como musculos del abdomen y se aborda
cavidad abdominal obteniendo bazo. Esta pieza se introduce en medio de cultivo PBS
para su posterior procesamiento.

Seguidamente practicamos ambos cortes sobre la piel de los miembros
inferiores, separamos muscul os hasta llegar ala union coxo- femoral, la desarticulamos.
Igualmente hacemos con la unién femoro-tibial. Una vez individualizados los dos
fémures del ratén se procede a su limpieza de masa muscular. Cuando tenemos ambas
piezas Oseas limpias se procede a cortar las epifisis distales y proximales a nivel de
metéfisis mediante bisturi, quedando las diéfisis femorales libres.

Para la obtencion de la medula 6sea se hace pasar medio de cultivo PBS a
presion mediante inyeccion con aguja montada Plastiplak® 25Gss descrita
anteriormente, por los canales medulares intradiafisarios femorales. Se recoge este

medio en tubos de ensayo de 4 ml, para su lavado y posterior contaje.



[11.-9.6.Determinacion de quimerismo hematopoyético.

Las células obtenidas de ambos fémures se lavaron dos veces en medio PBS
conteniendo 1% de albumina sérica y 0.2% de azida sbdica. Para lisar hematies se
empled 1 ml de solucién de lisis: 0.155 mol /L NHACL + 0.01mol/L KHCO3 + 10™
mol/L EDTA, incubando a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Una vez lavadas en PBS completo, se afladieron 20mL de Inmunoglobulina
Humana inespecifica, y se realiz6 estudio de quimerismo empleando Anticuerpos
monoclonales Ratén anti Humano marcados con fluoresceina o ficoeritrina, en estudio a
doble color empleando anticuerpo panleucocitario CD45 en combinacién con
Anticuerpo linea especifico: CD34 para progenitores hematopoyéticos, CD19 para
linfocitos B, CD3 para linfocitos T y CD13 para serie mieloide. Los detalles de cada

monoclonal serecogen en latabla 1



Tabla 1.- Donde podemos apreciar los distintos monoclonales, los clones,

fluorocromosy fuentes correspondientes.

ANTICUERPO CLON FLUOROCROMO FUENTE
CD45 10C1B Fluoresceina Immunotech,
Marsdlla, Francia
CD3 UCHT1 Ficoeritrina Dako, Dinamarca
CD19 HD37 Ficoeritrina Dako, Dinamarca
CD13 LeuM7 Ficoeritrina Becton-Dickinson
SanJosé,CA,USA
CD34 HPCA?2 Fluoresceina Becton-Dickinson
San José,CA,USA
CD38 T16 Fluoresceina Immunotech,Marsella

Francia




Después de 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente, en oscuridad, las
células se lavaron dos veces en PBS completo y fueron resuspendidas en un volumen
final de 500 iL de PBS con 1 il/ml de loduro de Propidio (solucion stock 1mgr / ml).

La adquisicion se realizd en un citdmetro FACScalibur ( Becton-Dickinson, San
José, CA, USA ) dotado con un l&ser de Argon enfriado por aire a488nmy 15mW de
potencia. El sistema Optico presenta una configuracién estandar con filtros de paso de
banda de 530 nm parael FTM1, de 555nm para FTM2 y 650nm para FTM3.

Las sefides se recogieron para posterior andlisis en un soporte informético
Macintosh Quadra 650 ( Apple Computers ). Se empleo un software especifico para
andlisis citométrico CellQuest 1.2.2 ( Becton-Dickinson, San José, CA, USA ). Se
adquirieron a menos 10.000 eventos totales con detectores fijos con los siguientes
valores:

FS: EOO, 1.80 Amplificacion linear. SC: 210, FTM1: 550, FTM2: 475y FTM3:
600 con amplificacion logaritmica todos ellos. La compensacion de solapamiento de
fluorocromos fue: FTM1 -0.5% FTM2 FTM2 -31% FTM1 FTM2 -0.3% FTM3y
FTM3 -28% FTM2.

El andlisis se realiz6 primero seleccionando eventos viables que no captaban
loduro de Propidio, después sobre morfologia FS versus SC y finalmente sobre un plot
de puntos Fluoresceina versus Ficoeritrina que detecta CD45 versus Antigenos linea
especificos. Andlisis previos de médula 6sea de ratones sacrificados sin ser sometidos a
trasplante, mostraron negatividad total para eventos detectados con estos monoclonales.
El limite de deteccion de un citébmetro determinado en ensayos de dilucion es de 1
célula diana entre 10.000 totales. Como controles se utilizaron Anticuerpos

monoclonal es isotipicos irrelevantes marcados con fluoresceina o ficoeritrina (Fig. 4).
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FIGURA 4: Histogramas para valoracion de quimera humana en médula
Osea de ratén NOD/SICD. A) Controles isotipicos inespecificos con FITC y PE.

B) M édula 6sea de raton no injertado con células humanas.



111.-10.Anélisis Estadistico.

Todos los resultados se presentan como media + error estandar de la media
(SEM). Para e andlisis de LDA se usd un paquete estadistico especifico basado en €
test Poisson: L-Calc ™ (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canadd).

La significacion estadistica de las diferencias entre las medias se analiz6

mediante t de Studens o andlisis de varianza (ANOV A), cuando fue necesario.



V.- RESULTADOS



|V.-RESULTADOS.

IV.-1.Expansiéon de Células Totales, Células CD34+y CFC.

Nosotros hemos estudiado |os efectos de cada una de las citocinas, solasy en
combinaciones de estas, en e nimero total de células del cultivo, nimero de células
CD34+ y CFCs tras cultivo en suspension durante 6 dias . Los valores obtenidos
representan la media de siete experimentos. Como se demuestra en la figura 5, cuando
se cultivaron CD34+ de SCSP sin la adicion citocinas, tanto el nimero de células
totales como el de CD34+ disminuyeron respecto a los valores iniciales (0.3 = 0.1 y
0.2 + 0.08 numero de aumentos respectivamente, p< 0.05). Se observaron
disminuciones no significativas en las células totales y células CD34+ cuando se agrego
solamente la citocina FL (0.7 + 0.1y 0.6 + 0.1 veces de aumento, respectivamente, p=
NS); la TPO mantuvo € numero tota de células (1.1 + 0.2-veces, p= NS) y
disminuyeron ligeramente las células CD34+ (0.7 + 0.1-veces, p= NS), con respecto a
los valoresiniciales, mientras SCF produjo un aumento ligero en ambos (1.5+ 0.2y 1.4
+ 0.2-veces respectivamente, p= NS). Se objetivl una expansion significativa de ambas,
células nucleadas totales y células CD34+ después de ser cultivadas con IL3+IL6 (2.7 =
1.1y 2.5 + 1.0 veces de aumento respectivamente, p<0.05) asi como con TPO+SCF+FL
(5.7 £ 2.1y 5.9 £ 1.9 veces de aumento, respectivamente, p<0.05). La combinacion de
SCF+TPO+FL+IL3+IL6 indujo el mayor aumento respecto a los valores celulares

iniciales, tanto en cuanto a células totales (19.6 + 5.6 veces de incremento, p<0.0001)



como a células CD34+ (18.2 + 4.4 veces de incremento, p<0.0001). Estos valores de
expansion son significativamente mayores que los obtenidos con IL3+IL6 Yy
TPO+SCF+FL (p<0.0001 one-way ANOVA).

Con respecto a la expansion de CFCs, los resultados son similares: el
numero de este tipo de progenitores celulares hematopoyeéticos disminuyo en cultivos
con citocinas aisladas, a valores similares a los de los controles sin citocinas (ver
figura 5). Las CFCs aumentaron moderadamente, un promedio de 3.5 + 0.9 veces
(p<0.05), cuando las células eran cultivadas con TPO+SCF+FL, y un promedio de 2
+ 0.7 veces (p<0.05) en los cultivos en suspension con IL3+IL6. De nuevo, en
cultivos estimulados con SCF+TPO+FL+IL3+IL6, se produjo la méxima expansion,
con una media de 18.7 £ 2.7 veces de aumento en el compartimento de CFC

(p<0.0001).



FIGURA 5: A) Incremento numérico de células totales, B) de células CD34+ y
C) CFCs tras cultivo ex vivo con diferentes citocinas y sus combinaciones,
Combinacion 3(TPO+SCF+FL) y combinacion 5 (SCF+TPO+FL +113+IL 6)
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1V.-2.El Efecto delas Difer entes Citocinas en la Division Celular.

Nosotros hemos probado la capacidad de las citocinas TPO, SCF y FL
aisladas y en combinacion, asi como afladiéndoles la suma de IL3+IL6 para inducir
la division celular, medida por la perdida de tincion con fluorescencia PKH26. Las
alicuotas de proliferacion celular fueron separadas de los medios de cultivo los dias
4°y 6° y se tifieron con anti-CD34 conjugado con FITC. La figura 6 muestra un
experimento representativo, y la tabla 2 resume | os resultados de siete experimentos.
El andlisis mediante citometria de flujo de las células cultivadas revelé un declive
minimo en e porcentaje de células CD34+ junto con un declive gradual en e
porcentaje de céulas PKH26+ entre las células CD34+. Cuando se cultivd
exclusivamente con TPO o con SCF solamente, la mayoria de las células CD34+
experimento la division con sélo unaligerapérdida de laexpresion CD34 (68.3 + 5.5
% y 659 = 7.9 % de células CD34+PKH26- después del 6° dia de cultivo,
respectivamente). Como contraste, la FL como citocina Unica es incapaz de inducir
la division celular, con solo 14.8 + 3.3 % de células CD34+PKH26- después del
cultivo Cuando las células fueron cultivadas en presencia de TPO+SCF+FL, e 91.9
+ 2.73% sufrian la division celular, demostrando un efecto sinérgico de estas tres
citocinas en la estimulacion de la divison celular. La suma de IL3+IL6 a

TPO+SCF+FL produjo un estimulo ligeramente mayor de la division celular ( solo



1.7 % de las células permanecian no divididas), con el mantenimiento de expresion

CD34 en 81 % de células nucleadas totales.

FIGURA 6: Efecto de las diversas citocinas y sus combinaciones en la division
celular trazada con colorante PKH26. El eje X representa la expresion de PKH26 y
el eje Y representa la expresion de CD34. A medida que las células entran en
mitosis ( dias 4 y 6) mantienen la expresion de CD34 pero pierden PKH26 al sufrir

divisiones de membrana donde esta adherido el colorante.
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Tabla 2. Porcentaje de células nucleadas totales que expresan CD34 después del

cultivo dia + 4, y porcentaje de células PKH26- entrelas células CD34+.

% Células % Células PKH26-de
Citocinas

CD34+ CD34+
TPO 87.16 £ 4.33 32.38+2.30
SCF 87.16 £ 1.90 36.16 + 3.99
FL 84.00 £ 4.23 6.58 + 2.02
TPO+SCF+FL 89.50 + 4.89 64.16 + 8.82
IL3+IL6 89.65 + 2.37 59.16 £ 6.78
TPO+SCF+FL+IL3+IL6|92.66 + 1.94 80.58 £ 6.11




Tabla 3. Porcentaje de células nucleadas totales que expresan CD34 después de

cultivar durante 6 dias, y porcentaje de células PK H26- entrelas células CD34-.

Citocinas % célulasCD34+|% células PKH26- de
CD34+
TPO 70.00 £13.50 68.38 £ 5.54
SCF 80.83 + 4.90 65.92 £ 7.94
FL 68.00 + 11.97 14.86 + 3.34
TPO+SCF+FL 90.65+ 3.59 91.98 £ 2.73
IL3+IL6 81.16+ 5.79 89.81+ 2.79
TPO+SCF+FL+IL3+IL6| 81.00+ 5.39 98.33+0.71




I'V.-3.Seleccion por Separacion Activada por Fluorescencia de Céulas

Post Mitéticas PKH26 -.

Tras 6 dias de cultivo, las céulas se recogieron de los pocillos de expansion
y se analiz6 la expresion de CD34 y PKH26 como se ha descrito anteriormente.
Utilizando un citometro COULTER Elite ESP, se procedio a la purificacion de las
células CD34 positivas y PKH26 negativo o de expresion inferior ala conseguida en
el dia 0. Para cada experimento el control de expresion de PKH26 fue
individualizado. La fraccion purificada fue cultivada para LTC-IC o trasplantada en
ratobn NOD/SCID . Una peguefia alicuota fue reanalizada para verificar la pureza de
la separacion. En todos los casos siempre fue superior a 95%. Un gemplo de

purificacion se representaen laFigura 7.



FIGURA 7: Experimento representativo de purificacion de células post
mitoticas PK H26 negativas. El /e X representa la expresion de PKH26y e ge
Y la expresion de CD34.
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1V.-4.Frecuenciade LTC-IC en las Células Post Mit6ticas.

Para determinar s la retencién de la expresion del fenotipo CD34
postdivision celular, se correlaciona con la retencion de capacidades funcionales de
los progenitores hematopoyeticos primitivos, células CD34+PKH26- fueron
seleccionadas por FACS después de cultivadas 6 dias. Solo las células viables (P
bajo) se sortearon y se seleccionaron las regiones para excluir completamente las
células no divididas que retienen la expresion PKH26 similar al dia O (figura 7).
Células CD34+PKH26- fueron cultivadas en LDA, como se describe en Material y
Métodos, para determinar la frecuencia de LTC-1C entre estas células divididas. La
frecuencia de LTC-IC en céulas CD34+ aisladas en fresco fue de 0.37 = 0.13 %
(media £+ SEM de tres experimentos separados); después del cultivo con
TPO+SCF+FL y con TPO+SCF+FL+IL3+IL6, las frecuencias de LTC-IC en
células CD34+PKH26- fueron de4.73 + 1.08 % y 1.59 + 0.58, respectivamente.
Por consiguiente, la frecuencia experimentd un incremento (D) con respecto a los
valores de células CD34+ en fresco de 12.08 + 3.4 veces (media + SEM) después
del cultivo con TPO+SCF+FL y 4.3 + 1.6 veces (media + SEM) en células

cultivadas con TPO+SCF+FL+IL3+IL6.



1V.-5.Prendimiento en Ratones NOD/SCID de Céulas CD34+ PKH26-

Generadas de Novo en los Cultivos de Expansion.

Parainvestigar si la expansion de células CD34+ resulta en la generacion de
células post mitdticas, que posean propiedades funcionales de las SC primitivas, se
seleccionaron mediante FACS células CD34+PKH26- de cultivosy se trasplantaron
en ratones NOD/SCID radiados subletalmente. Se inyectaron grupos de animales con
1x10°, 1x10° y 4x10° células CD34+ PKH26- de cultivos con TPO+SCF+FL, asf
como de cultivos con TPO+SCF+FL+IL3+IL6. Se trasplantaron las dosis de 1x10° y
1x10° células CD34+ no cultivadas de las muestras iniciales de SCSP seleccionadas
positivamente, a grupos de ratones control, que mostraron unos niveles de
prendimiento de 0.05+0.01 % y 7.2+4.6 % respectivamente. La figura 8 muestra la
valoracion del prendimiento humano en un experimento representativo de cada grupo
de ratones trasplantado con céulas expandidas in vitro. El nivel de prendimiento de

cada grupo de ratones se muestra en lafigura 9.



FIGURA 8: Niveles de quimerismo humano en ratones NOD/SCID tras
inyeccion de 1x10°, 1x10°, 4x10° células CD34+ humanas. A representa células
no expandidas, B células CD34+ expandidas con combinacion de TPO,SCF,FL
y C células expandidas con combinacion de TPO,SCF,FLIL3 y IL6. El efecto
deletéreo de I13-IL6 sobre la capacidad de repoblacion en ratones
inmunodeficientes, queda de manifiesto en la nula representacion de eventos

CD45 humanos a cualquier dosis de células infundidas.
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FIGURA 9: Representacion del nivel de quimerismo humano tras la inyeccion
de células CD34 positivas, no manipuladas, expandidas con 3y 5 citocinas, y
expandidas solo con IL3+IL6. Para células no manipuladas o expandidas con

TPO+SCF+FL, el nivel de guimerismo es dosis dependiente de forma lineal.
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Se trasplantaron un total de 59 ratones, 14 de ellos con células no cultivadas
como grupo control. El nimero de animales positivos y €l nivel de prendimiento en
los ratones trasplantados con células cultivadas con TPO+SCF+FL fueron los
siguientes: 2 de 5 ratones trasplantados con 1x10° células mostraron 0,02+0,01% de
células humanas; 7 de 9 trasplantados con 1x10° células y 3 de 3 trasplantados con
4x10° células mostraron una media de guimerismo humano de 1,5+0,4y 17,5+7,4
respectivamente. Por €l contrario, ningln animal entre 22 trasplantados con células
cultivadas con TPO+SCF+FL+IL3+IL6 (7 con 1x10° células, 8 con 1x10°y 7 con
4x10°) mostraron quimerismo humano. De forma similar las células generadas de
novo en cultivos con IL3+IL6 fueron incapaces de injertar en 7 ratones trasplantados

con las mismas dosis celulares crecientes.

Aquellos ratones trasplantados con células expandidas que mostraron mas
de 1 % de células humanas en su medula 6sea fueron analizados para determinar la
presencia de prendimiento humano multilineal. Como puede verse en la figura 10,
mostrando el andlisis de un ratdn representativo, todos los ratones prendidos
mostraron un prendimiento multilingje con la sola excepcion de linfocitos T que no
se encontré en ninguno de los ratones injertados. Se encontraron células CD34+
humanas, CD33+ y CD19+ en la medula Gsea de los ratones trasplantados a los
valores medios respectivamente de 0.52 %, 3.33 %, y 1 % para 1x10° de células
CD34+PKH26- inyectadas, y de 8 %, 85 % y 17.3 % para 4x10° de cdulas
CD34+PKH26- inyectadas. Iguamente, se detectaron niveles més baos de
prendimiento de las distintas lineas celulares en bazo de los ratones, con medias de
CD34, CD33 y CD19 humanas de 0.06 %, 0.15 %, 0.13 % respectivamente para
1x10° células CD34+PKH26-, y de 1.22 %, 4.5 %, y 4.5 % respectivamente para

4x10° células CD34+PK H26- inyectadas.



10: Analisis de quimerismo linea especifico en ratones injertados con células
CD34+ humanas expandidas con TPO+SCF+FL. El e X representa expresion
de CD45 ( panleucocitario conjugado con FTIC) y el €e Y representa la
expresion de CD34,CD33,CD19Y CD3 paraladeterminacion de prendimiento
de precursores hematopoyéticos, mieloides, linfoides B y linfoides T,
respectivamente. En ninglin caso se detectd presencia de poblacion linfocitaria
T.
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IV.-6.Andlisisdel Ciclo Celular e Inmunofenctipo de las Céulas

Expandidas PKH26- .

También hemos estudiado las expresiones de CD38, CD33 y HLA-DR para
células CD34+, antes y después de 6 dias de exposicion a citocinas. Como puede
verse en la tabla 2, a pesar del mantenimiento de la positividad de CD34 en las
células cultivadas, las células con fenotipos primitivos carentes CD38, CD33 y
HLA-DR disminuyen después de la exposicion a citocinas, independientemente de la
combinacion de citocinas que estimulara a las células. Con respecto ala distribucion
del ciclo celular, e 99 % de células CD34+ en el dia 0 estaban GO / G1; después de 6
dias de cultivo con SCF+TPO+FL, el 69.12 % permanecian en GO/ G1y la adicion
de IL3+IL6 ala combinacién de SCF+TPO+FL no produjo diferencias significativas

en el porcentaje de células en cadafase del ciclo celular, con 64.33 % en GO/ G1.



Tabla 4. Inmunofenotipoy estado del ciclo celular delascélulas CD34+, despuésde
cultivadas 6 dias con TPO+SCF+FL solamente y con la adicion posterior de
IL3+IL6.

% CD38- % CD33- %HLA DR- |% GO0-G1

Dia0 147+041 |40 =5 3.59+2.62 |99.15+ 0.05

TPO+SCF+FL |0.97+0.09 |1.47+0.87 [0.91+0.59 |69.12+ 4.12

TPO+SCF+FL+ |11 +0.4 1.04+06 |0.75+0.04 |64.33+ 3.33

IL3+IL6




FIGURA 11: Histogramas de analisis de inumuofenotipo de las células CD34
precultivo (A) expandidastras 6 dias de cultivo con TPO+SCF+FL (B). El ge X
representa la expresion de CD38,CD33, y HLADR medida con anticuerpo
marcado con Fluoresceina, y € ge Y representa la expresion de CD34 en
Per CP.
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FIGURA 12: Histogramas de analisis de ciclo celular mediante permeabilizacién
con metanol e Yoduro Propidio las células CD34 precultivo (A) expandidas tras 6
dias de cultivo con TPO+SCF+FL (B) y con TPO+ACF+FL+IL3+IL6 (C).
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V.- DISCUSION.



V.-DISCUSION.

Los resultados del presente estudio demuestran en primer lugar la capacidad de
expandir in vitro progenitores hematopoyéticos procedentes de sangre periférica
movilizada en cultivos a corto plazo, libres de suero y sin estroma, utilizando
combinaciones de citocinas que actlan sobre células en fases tempranas de la
hematopoyesis, y en segundo lugar, e mantenimiento de la capacidad de prendimiento
de las céulas expandidas con estos factores en ratones NOD/SCID, asi como la pérdida
de esta capacidad de prendimiento con la adicion de IL3+IL6 a los cultivos de
expansion.

El empleo de un método de marcaje que nos permite separar las células

postmitéticas, nos ha posibilitado la determinacion de la capacidad funcional



Unicamente de las células generadas de novo en los cultivos evitando la posible
contribucion de células quiescentes que no han experimentado divisién celular a las

caracteristicas funcionales de las células cultivadas.

Discutiremos separadamente |0s resultados en cuanto a la cinética de expansion
celular, de progenitores codificados y de LTC-IC, y a continuacion la capacidad de
injerto de las céulas generadas en los cultivos en ratones NOD/SCID como expresion
del mantenimiento de la actividad de stem cells mas primitivas durante el procedimiento

de expansion.

V.-1. Sobre la Cinética de Expansién Celular y de Progenitores

Hematopoyéticos en Cultivo.

Aungue la posibilidad de expandir in vitro progenitores hematopoyeéticos de SP
es conocida desde el principio de los afios 90, latotalidad de |os estudios publicados son
eminentemente clinicos, y hasta e presente momento no existen estudios
experimental es sobre |os aspectos biol égicos del proceso de expansion in vitro de esta
fuente de stem cells, a diferencia de médula 6sea o de corddén umbilical en los que estos
aspectos han sido estudiados exhaustivamente. Sin embargo, |os resultados publicados
con expansion de médula 6sea (MO) o de SCU no pueden ser autométicamente
extrapolados a la sangre periférica movilizada, ya que esta fuente de SC difiere
sustancialmente de otras fuentes tanto cuantitativa como cualitativamente: en primer
lugar la frecuencia de SC primitivas es menor en sangre periférica movilizada que en
SCU o0 en MO, y en segundo lugar, y més importante, las células CD34+ de SP han

sido previamente expuestas a los efectos de los factores de crecimiento utilizados in



vivo para la movilizacion, y por tanto pueden haber sufrido de antemano una
estimulacion maxima que comprometa su capacidad de ser expandidas in vitro.
Nuestros resultados no confirman esta hipétesis, sino que por € contrario demuestran
una capacidad de expansion in vitro de hasta 18 veces de las stem cells de sangre
periférica (SCSP) en presencia de TPO+SCF+FL+IL3+IL6, con mantenimiento del

marcador CD34 propio de progenitores hematopoyéticos.

Por otra parte, nuestros resultados en cuanto a expansion celular total y de
CD34+ permiten afirmar que la combinacién de diferentes citocinas en los cultivos no
tiene un valor meramente aditivo de los efectos de cada una de €ellas, sino que se gerce
una accion sinérgica. De hecho mientras que en los cultivos estimulados con cada una
de las citocinas de manera individual no se produce un incremento significativo de la
celularidad sobre valores basales, cualquiera de las combinaciones estudiadas es capaz
de conducir a una expansién numérica neta significativa tanto de las células nucleadas
totales como de las CD34+ y de los progenitores tipo CFC. Resultados similares han

sido publicados con células de médula 6sea por Luensy col **®

, que encontraron que
mientras que TPO,SCF y FL de maneraindividual eran incapaces de producir expansion
celular, las combinaciones de cualquiera de dos de ellas producian un ligero incremento

(1.7 veces) en e numero total de células y la combinacidn de las tres citocinas inducia

una expansion de 3.4 veces en la celularidad global

Ademés del hecho, que parece evidente, de la necesidad de combinar varias
citocinas para conseguir una expansion celular significativa, parece ser de gran
importancia cudl sea la combinacion de citocinas empleada en 1o que se refiere a la
expansion neta del nimero total de células, del nimero de progenitores CD34+ y del
nimero de progenitores codificados de linea, identificados como CFCs;, en nuestro

estudio, todos ellos experimentan una expansion significativamente mayor con la



adicion de IL3+IL6 a la combinacion de TPO+SCF+FL. Estos resultados estan en la

linea de los publicados por Petzer y col.”

en los que IL3 constituia el Unico factor de
crecimiento entre |os seis testados que era capaz de estimular un incremento neto de las
CFCs y ademés mostraba un fuerte efecto sinérgico con SCF y FL en la expansion de
este tipo de progenitores; por €l contrario, los factores de crecimiento que actlian solo
sobre las fases mas tempranas de la hematopoyesis (TPO, SCF y FL) eran capaces de
promover Unicamente una expansion de progenitores més primitivos tipo LTC-IC, pero
no una amplificacion de CFCs que regueria de la adicion de IL3, IL6 o G-CSF.
Considerados conjuntamente, estos resultados y |os nuestros propios, confirman las
diferencias entre los mecanismos de accidén de ciertas citocinas que permiten el
mantenimiento de la funcion de las LTC-1Cs (con o sin divisiéon celular) y aquellas otras
que conllevan la pérdida de esta funcion a cambio de la adquisicién por parte de las
células de propiedades que permiten la formacion directa de colonias en medio
semisolido. La identificacion de estos efectos diferenciales de las citocinas sobre los
progenitores de sangre periférica es importante en orden a desarrollo de nuevos
protocolos de aplicacion al trasplante clinico con células expandidas, dirigidos tanto ala
amplificacion de progenitores codificados de linea para acortar e periodo de
pancitopenia, como a mantenimiento de células hematopoyéticas primitivas con

capacidad deinjerto alargo plazo.

En lo que serefiere a contenido de LTC-IC en las céulas expandidas, nuestros
resultados demuestran una amplificacion de 12 veces en e nimero de este tipo de
progenitores en cultivos estimulados con TPO+SCF+FL y de 4 veces en aguellos
establecidos en presencia de TPO+SCF+FL+IL3+IL6. La expansion de LTC-ICs a
partir de otras fuentes de progenitores hematopoyéticos como MO o SCU ha sido

descrita por varios autores y en diferentes condiciones de cultivo. Asi Koller y cols. han



descrito expansion de LTC-ICs (media 7.5 veces) a partir de células mononucleadas
totales de MO utilizando un sistema de cultivo en perfusién continua durante 14 dias'®;
de manera similar, Petzer y cols. han logrado expansion de 30 veces de LTC-ICsen un
periodo de 10 dias partiendo de una poblacion de progenitores hematopoyéticos
medulares altamente purificada y empleando una combinacion de seis citocinas que
incluye TPO, SCF y FL'®. En este estudio, cuando los cultivos son estimulados con
cada una de las citocinas de forma individual, sblo TPO y FL son capaces de inducir un
incremento neto de LTC-ICs a partir de células CD34+CD38- de MO, lo que subrayala
importancia del efecto individual de cada una de las citocinas asi como la potenciacion

sinérgica de este efecto en algunas de sus combinaciones.

Junto con las citocinas empleadas y el sistema de cultivo utilizado, otro factor
definitorio de la capacidad de expandir in vitro LTC-ICs es la fuente de SC. Prueba de

ello es un interesante trabajo publicado por Traycoff y cols.*'°

, en el que empleando una
misma combinacion de citocinas e idénticas condiciones de cultivo, se consigue
expandir las LTC-ICs de MO (+146% sobre valores basales), mientras que e nimero de
LTC-ICs de SCU experimenta un descenso neto de —70% sobre valores basaes; una
posible explicacion a este fendmeno es la elevada respuesta proliferativa de las células
CD34+ de SCU y su capacidad de abandonar las fases Gy / G; del ciclo celular més
rapidamente que las células CD34+ de MO; esta explicacion sugiere que el nimero de
divisiones experimentadas en el cultivo puede ser un parametro critico en €
mantenimiento y/o expansion de las LTC-1Cs. De acuerdo con este argumento, la menor
expansion de LTC-ICs observada en nuestros experimentos cuando se emplea la
combinacién de TPO+SCF+FL+IL3+IL6 en comparacion con los cultivos estimulados

con TPO+SCF+FL podria ser causada simplemente por un mayor niimero de divisiones

celulares en los cultivos generados con la combinacion de cinco citocinas, de la que es



buena prueba la mayor expansion numérica y de CD34+ observada en los mismos.
Alternativamente, esto puede ser explicado por €l propio efecto bioldgico de IL3 e IL6
cuando se afladen a la combinacion basica de las tres citocinas “early acting” : la
coincidencia de una menor expansion de LTC-ICs, junto con una més marcada
expansion de CFCs con la combinacion de las cinco citocinas, sugiere un efecto
diferenciador de IL3 y/o IL6 sobre los progenitores primitivos LTC-IC, ain no
comprometidos, hacia la linea mieloide o mielomonocitica. Resultados similares han

sido publicados por Luens y col.'®

, que demostraron que células postmitéticas de
médula Gsea obtenidas de cultivos estimulados con TPO+SCF+FL mantenian una alta
frecuencia de “ Cobblestone-area forming cells’ (CAFC), un progenitor muy similar a
LTC-IC en lajerarquia de linea hematopoyética, mientras que la frecuencia de CAFC
disminuia de forma sustancial en células postmitéticas procedentes de cultivos
estimulados con IL3+IL6+ ”Leukemia Inhibitory Factor” (LIF). Aunque en este estudio
no hemos determinado separadamente la frecuencia de LTC-IC en nuestros cultivos con
IL3+IL6, laadicion de estas dos citocinas a la combinacion de TPO+SCF+FL reduce la
expansion de LTC-IC inducida por las mismas, lo cua es consistente con la ya
mencionada capacidad de IL3 de inducir diferenciacion de los progenitores

primitivos™**? asi como con el conocido efecto de IL6 de promover una elevada

amplificacion de CFCs'™.

Los resultados de nuestros estudios sobre la cinética de la division celular en
los cultivos revelan nuevamente un efecto sinérgico de las combinaciones de citocinas
en lainduccién de la division celular. En presencia de una Unica citocina, € porcentgje
de céulas que se dividen alcanza un 68% y 65% para cultivos estimulados con TPO y
SCF respectivamente, y tan solo un 14% de las células son inducidas ala divisiéon en los

cultivos con FL; en evidente contraste, la adicidn de estas tres citocinas en combinacion



da lugar a un 91% de células que han experimentado division tras los seis dias de
cultivo. Este efecto sinérgico es alin mas marcado con la adiciéon de IL3+IL6, de ta
manera gque en los cultivos estimulados con la combinacién de las cinco citocinas un
98% de las células CD34+ postmitéticas basados en la pérdida de la fluorescencia

108 sobre

debida a PKH26. Experimentos similares llevados a cabo por Luens y cols.
células CD34+ de médula 6sea humana revelaron idéntico efecto sinérgico de las
citocinas estudiadas en la estimulacion de la division celular: en presenciade FL sdlo un

12% de células experimentaba division mientras que la adiciéon de SCF+FL y de

TPO+SCF+FL estimulabala division de 60% y 94% de las células respectivamente.

Tanto en nuestros experimentos como en los de Luens y col. es importante
subrayar el hecho de que la division celular no lleva aparejada una gran pérdida del
marcador CD34, particularmente en los cultivos estimulados con las combinaciones de
citocinas (90% y 81% de la celularidad global recuperada de los cultivos con
TPO+SCF+FL y TPO+SCF+FL+IL3+IL6 respectivamente mantiene el marcador
CD34), lo cua implica que, a menos desde un punto de vista inmunofenotipico, la
divisién celular inducida por estas citocinas no conlleva un importante grado de

diferenciacion celular.

Otros autores han publicado resultados en esta misma linea de evidencia
utilizando diversas combinaciones de citocinas en cultivo de progenitores
hematopoyéticos tanto de médula 6sea como de cordén umbilical™**4"2%” por tanto
podemos afirmar que nuestros resultados confirman en progenitores hematopoyeéticos de
sangre periférica e efecto de ciertos factores de crecimiento, previamente demostrado
en progenitores hematopoyéticos de otras fuentes, consistente en € estimulo de la
division celular de las Stem Cells promoviendo la sdlida de Gy de las céulas

uiescentes mas primitivast*>'®. De hecho en el andlisis de ciclo celular llevado a cabo
q p



en nuestros experimentos, observamos que 99% de las células CD34+ de sangre
periférica antes del cultivo residen en las fases Gy / Gy del ciclo, mientras que este
porcentaje desciende hasta 69% y 64% después de la exposicion a TPO+SCF+FL y

TPO+SCF+FL+IL3+IL 6 respectivamente.

V.-2. Sobre la Capacidad de Injerto de las Células Generadas de Novo in

Vitro en Ratones NOD/SCID.

En la tltima fase de desarrollo del presente estudio nos propusimos andizar la
capacidad funcional de sostenimiento de la hematopoyesis alargo término de las cdulas
generadas de novo en los cultivos de expansion. Si bien la stem cell humana no puede
ser definida de una manera inequivoca a partir de sus caracteristicas morfologicas ni
inmunofenotipicas, si que puede ser definida por sus caracteristicas funcionales de
autorrenovacion y sostenimiento de la hematopoyesis, |10 que precisa necesariamente de

ensayos in vivo.

El modelo de trasplante xenogénico en ratones NOD/SCID se ha reputado en
los Ultimos afios como capaz de testar la capacidad funcional de un determinado
in6eulo celular asi como su contenido en auténticas SC. De esta forma se ha definido
lallamada SRC como una célula diferente funcional y fenotipicamente, y mucho més
inmadura, que las LTC-IC las cuaes congtituyen las células hematopoyéticas humanas
més antiguas jerérquicamente que pueden ser testadas in vitro. La importancia de estos
hallazgos recientes hace que en la actualidad no pueda afirmarse la caracterizacion de
un determinado in6culo celular como verdaderamente funcional sin testar su contenido

en SRCs.



Son numerosos los trabgjos en los que se estudia el contenido de SRCs en
diversos tejidos hematopoyéticos humanos asi como en sangre periférica
movilizada™ "%  Sin embargo e contenido en SRCs de células sometidas a
expansion in vitro estd més escasamente explorado y con resultados hasta cierto punto
contradictorios. Asi mientras que algunos autores consiguen prendimiento de céulas
expandidas de MO o de SCU en ratones NOD/SCID'® otros trabajos encuentran una
pérdida de la capacidad de repoblacion de las stem cells debida a la expansién in

vitro®,

Hasta el limite de nuestros conocimientos no existen trabajos publicados en los
que se analice la capacidad funcional de prendimiento, y por tanto el contenido de SRC
en células expandidas de sangre periférica. Los resultados del presente estudio
demuestran el mantenimiento de SRCs en células CD34+ de sangre periférica generadas
de novo in vitro en presencia de TPO+SCF+FL, asi como la pérdida de esta capacidad

de prendimiento en ratones NOD/SCID traslaadicion de IL3 e IL6 alos cultivos.

Nuestros resultados permiten afirmar que, con nuestro sistema de expansion,
consistente en cultivos de corta duracion (seis dias) y combinacion de citocinas “early
acting” (TPO+SCF+FL), las SRCs procedentes de sangre periférica se incrementan
ligeramente o al menos se mantienen. De hecho, entre los 17 ratones trasplantados con
células expandidas en presencia de estas tres citocinas hemos encontrado
hematopoyesis humana en 12 de ellos, mientras que en los 14 controles trasplantados
con céulas “frescas’ no manipuladas se pudo detectar en 10 de ellos. En contraste,
ningin ratdn entre los 22 trasplantados con céulas PKH26- cultivadas con
TPO+SCF+FL+IL3+IL6 mostraron celularidad humana en su médula 6sea. De forma

similar, las células generadas de novo en cultivos establecidos en presencia de IL3+IL6



exclusivamente, no demostraron capacidad de injerto de la hematopoyesis humana en

ninguno de los siete ratones en |os que fueron inyectadas.

Clésicamente, la capacidad de repoblacion a largo plazo de la hematopoyesis
ha sido atribuida de forma exclusiva a SC muy primitivas que forman parte del conjunto
de células hematopoyéticas no responsivas a citocinas y que por tanto permanecen
quiescentes tras cultivo in vitro™®'®. Sin embargo, muy recientemente Glimm y
Eaves'?! han demostrado en un modelo de cultivo a corto plazo de células CD34+ de
SCU e higado fetal, que la mayoria de las SC hematopoyéticas trasplantables han
completado al menos tres ciclos celulares completos in vitro, lo que demuestra de forma
inequivoca que la actividad “ stem cell”, medida como la capacidad de prendimiento
multilineal en ratones NOD/SCID, no se pierde inevitable o irreversiblemente cuando
las células son activadas mitoticamente mediante factores de crecimiento solubles.

Nuestros resultados, en € presente estudio, demostrando que las células
postmitéticas CD34+ PKH26- son capaces de prendimiento linfomieloide en los
ratones NOD/SCID, proporcionan una demostracion igualmente inequivoca del
mantenimiento de la capacidad SRC tras la division celular en SCSP tal como ha sido
demostrado por Glimm y Eaves en SCU e higado fetal. Estos hallazgos parecen en
abierta contradiccion con los publicados por otros autores'%® demostrando, en primer
lugar, una répida pérdida de la actividad “ stem cell” en células humanas y murinas en
las primeras horas de exposicion a combinaciones de citocinas similares a las empleadas
por nosotros, y, en segundo lugar, una retencion de esa actividad “ stem cell” en las
células que permanecen PKH26+ y que por tanto se han mantenido quiescentes en los
cultivos. En nuestros experimentos, solo se han trasplantado a ratones NOD/SCID

células postmitéticas, es decir PKH26-, o que no excluye la posibilidad de que en la



fraccion PKH26+ persista una baja frecuencia de células quiescentes que mantengan
capacidad de prendimiento tal como demuestran los trabajos de Traycoff y cols. %,

Respecto a la discrepancia entre nuestros resultados y 10s de estos trabajos en
cuanto a la pérdida de capacidad “ stem cell” detectada en el modelo de Traycoff puede
haber dos posibles explicaciones. en primer lugar aunque las combinaciones de
citocinas son similares, nuestro modelo de cultivo y e de Glimm y Eaves, a diferencia
del de Traycoff y cols. incluye FL, que se ha demostrado como un factor necesario para
maximizar la mitogénesis de SC primitivas con mantenimiento de su capacidad
funcional original. En segundo lugar, la resolucién de PKH26, utilizado por Traycoff
en e marcae celular, es menor, por lo que puede ser dificil distinguir céulas
quiescentes de postmitoticas.

En contraste con nuestros resultados en ratones trasplantados con células
expandidas en presencia de TPO+SCF+FL, € grupo de ratones que recibieron células
cultivadas con TPO+SCF+FL+IL3+IL6, no mostraron quimerismo humano. Dos
razones pueden ser invocadas para explicar este hecho. En primer lugar, como ha sido
demostrado™?, la frecuencia de SRCs disminuye en poblaciones celulares postmitéticas
que ha experimentado mas de tres divisiones in vitro; teniendo en cuenta que el nimero
total de células generadas en cultivo con cinco citocinas es muy superior a generado en
los cultivos con tres citocinas, es probable que el nimero de divisiones celulares en los
primeros sea también superior, y posiblemente en exceso de tres divisiones por célula
En segundo lugar, el proceso de prendimiento requiere tanto de la presencia de SC
inmaduras que mantengan capacidad funcional de repoblacidn, como de la expresion de
ciertas moléculas de adhesion que han sido recientemente identificadas como esenciales

para la migracion y e anidamiento celular?*'?; en e presente trabajo, no hemos



estudiado la presencia de tales moléculas de adhesion tras los cultivos, y por tanto, la
posibilidad de que IL3, IL6 0 ambas afecten a su expresion, es una cuestion abierta.
Por otra parte, el efecto de IL3 sobre la capacidad de prendimiento de SC

primitivas, continGia siendo materia de controversia®*

. Es conocido que IL3 produce no
solo division de progenitores hematopoyéticos muy primitivos, sino también
diferenciacion™*2, lo que puede causar detrimento del mantenimiento de |a capacidad
funcional de las SC primitivas. En contraste otros autores han publicado resultados
demostrando que IL3 e IL6 no comprometen la capacidad de prendimiento de SC
primitivas'?>'%. Connedlly y cols'®® han demostrado no sélo mantenimiento, sino
también una modesta expansion (dos veces) de las SRC tras la incubacion de células
CD34+CD38- de cordon umbilical en presencia de SCF+FL+IL3+IL6+GM-CSF. De
forma similar, Piacibello y cols. han demostrado una expansion masiva (hasta setenta
veces) de SRC de corddn umbilical cultivadas a largo plazo, hasta 9-10 semanas, en
presencia de FL+MGDF+SCF+IL6. Las diferencias entre €l origen de las células (SCU
en estos estudios y sangre periférica en nuestros experimentos) asi como en las
condiciones de cultivo (a corto plazo y libre de suero en nuestro estudio y alargo plazo
y con adicion de suero bovino fetal en el de Piacibello), pueden explicar estos resultados
aparentemente contradictorios.

Aungue agunos estudios clinicos muy recientes han comunicado que células
progenitoras de sangre periférica expandidas in vitro acortan el tiempo de prendimiento
en comparacioén con controles histéricos?”*°, e mantenimiento o no de céulas
primitivas con capacidad de repoblacion a largo plazo no se ha determinado de forma
directa en los mencionados estudios, sino que solamente se deduce indirectamente a
partir del mantenimiento a largo plazo de la hematopoyesis en pacientes trasplantados

con células expandidas exclusivamente. En este sentido, nuestros resultados pueden



constituir un paso importante en el desarrollo de nuevos protocolos de aplicacion del
trasplante con células expandidas de sangre periférica en clinica humana hemos
demostrado que, en nuestras condiciones de cultivo, la combinacién de TPO+SCF+FL
produce una modesta expansion de células CD34+ totales asi como de progenitores
codificados de linea, junto con un mantenimiento de las SRCs, mientras que la adicion
de IL3+IL6 incrementa la expansion de células CD34+ y progenitores codificados a
costa de una pérdida de la capacidad SRC.

Estos hallazgos son de gran interés puesto que proporcionan las evidencias
experimentales necesarias para el desarrollo de protocolos de expansion en clinica que
deben ser adaptados segin la necesidad concreta bien de un mayor nimero de
progenitores codificados en e injerto o bien del mantenimiento de la capacidad de
repoblacion a largo plazo de los injertos expandidos. La posibilidad de infundir
simultaneamente a los pacientes células expandidas de forma separada, con y sin la
adicion de IL3+IL6, en orden a conseguir tanto una gran cantidad de progenitores
codificados para acortar el periodo de pancitopenia postrasplante como suficiente
cantidad de SRC para asegurar €l injerto alargo plazo, constituye una interesante via de

investigacion clinica que sin duda debera ser explorada en el futuro inmediato.
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12 El cultivo de SCSP en presenciade IL3 + IL6, TPO + SCF + FL y TPO +
SCF + FL + IL3 + IL6 produce una expansion significativa de células nucleadas totales,
células CD34+ y CFCs. Esta expansion es significativamente superior con combinacion
de las cinco citocinas testadas.

22 En cultivos iniciados con FL como citocina Unica solo un peguefio
porcentaje de células CD34+ de sangre periférica experimenta division celular, mientras
que TPO y SCF de manera individual promueven la division celular de 68% y 65% de
las SCSP respectivamente.

3% TPO, SCF y FL actlian de manera sinérgicain vitro en la estimulacién de la
division celular de SCSP que se produce en un 91% de las células CD34+. Este efecto
sinérgico se ve ligeramente incrementado con la adicion de IL3 + IL6.

42 La frecuencia de progenitores LTC-IC en células post-mitéticas
CD34+PKH26- de SP se incrementa un promedio de 12 veces en los cultivos con TPO
+ SCF + FL y de 4 veces en aquellos establecidos en presencia de TPO + SCF + FL +
IL3+IL6.

5& Las caracteristicas inmunofenotipicas de células CD34+ generadas de novo
in vitro son similares tras cultivo con TPO + SCF + FL y TPO + SCF + FL + IL3 + IL6,
mostrando una disminucién porcentual de |os fenotipos méas primitivos en relacion alas
células antes de cultivo, independientemente de las citocinas utilizadas.

6% El porcentgje de células en fase GO/G1 del ciclo celular disminuye
significativamente tras el cultivo in vitro de CD34+ de SP, con respecto a la situacion
basal. Esta disminucion es similar en cultivos con TPO + SCF + FL y en aguellos en los

que ademas se afiadio IL3 + IL6.



7% Las células CD34+ generadas de novo en cultivos con TPO + SCF + FL
mantienen la capacidad de prendimiento en ratones NOD/SCID aniveles similares a
células no expandidas. El prendimiento humano es multilineal como se demuestra

por la presencia de células progenitoras mieloides y linfoides B en médula Gsea y

bazo de |los ratones.

8% La adiciéon de IL3 + IL6 a la combinacion de TPO + SCF + FL inhibe

completamente la capacidad de prendimiento de las células generadas de novo en los

cultivos.
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