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1. Introduccion






1. Célula Stem hematopoyética y hematopoyesis

Las células stem se definen como células indiferenciadas capaces de dividirse, de auto-
renovarse y de generar progenies funcionales de células especializadas?. Su funcién bioldgica
es la de mantener la homeostasis de los tejidos, renovando las poblaciones de células maduras
y responder a situaciones de estrés reparando el dafo tisular a lo largo de la vida del
individuo?. La célula stem hematopoyética (HSC), es el prototipo de célula stem multipotente
presente en tejidos adultos. Fue la primera en describirse y es la mejor caracterizada debido
a su facil accesibilidad. Se localizan en una baja proporcién (0.1%) en la médula 6sea (MO) de
individuos adultos y ademds estan presentes en la sangre del cordén umbilical. Fueron Till y
McCulloch en 1960 los que describieron inicialmente estas células y sus principales
caracteristicas3®. Normalmente, la mayoria de las HSC permanecen en un estado quiescente
en la MO con el fin de mantener un pool suficiente para abastecer de células sanguineas
maduras al individuo a lo largo de toda su vida y también con el fin de no acumular mutaciones
asociadas a la replicacién celular’. En condiciones de estrés, como pueden ser un sangrado
abundante, una infeccidon o un tratamiento quimioterapico que reduzca el nimero células
sanguineas adultas en sangre, las HSC abandonan su estado quiescente, se expanden y se

diferencian rapidamente con el fin de regenerar la hematopoyesis?.

Las células maduras hematopoyéticas tienen una vida media muy corta por lo que su
produccién es constante. En el esquema tipico de diferenciaciéon jerarquica de la
hematopoyesis, las HSC se sitlan en la posicion mas alta y dan lugar a diversos tipos de células
hematopoyéticas en diferentes estados del proceso de diferenciacién, mas comprometidos a
un determinado linaje y con menor capacidad de auto-renovacién cuanto mas abajo se situan
en el esquema*. Se pueden distinguir tres tipos principales de células segun su estado y su
capacidad de diferenciacién: las HSC, las HPC (células progenitoras hematopoyéticas) y las
células maduras. Las HSC son células multipotentes vy se caracterizan por la ausencia de
marcadores de membrana especificos de los distintos linajes hematopoyéticos y la expresiéon
de algunos marcadores de membrana como el CD34. Se puede emplear ademas la exclusién

de células positivas para CD38 y CD45RA, marcadores de células mas diferenciadas® 1°.



Las HPC pueden ser multipotentes, oligopotentes o restringidas a un solo linaje
hematopoyético. Las HPC oligopotentes, mas comprometidas que las anteriores, representan
una division en la jerarquia separandose en progenitores linfoides que daran lugar a las los
linfocitos By T, células dendriticas y células NK maduras! y progenitores mieloides que daran

lugar a eritrocitos, granulocitos, megacariocitos y macréfagos maduros'? (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la organizacion jerarquizada del sistema hematopoyético. HSC: Célula stem
hematopoyética; HPC: Célula progenitora hematopoyética; CFU-E: Unidad formadora de colonias eritroides;
CFU-Meg: Unidad formadora de colonias Megacariociticas; CFU-G: Unidad formadora de colonias granulociticas;
CFU-M: Unidad formadora de colonias monociticas; Células NK: Células Natural Killer.

El proceso de regulacién de la hematopoyesis es muy complejo. En él intervienen tanto
mecanismos regulatorios intrinsecos (factores de transcripcion, genes, regulacion epigenética,
etc) como extrinsecos o sefales procedentes del medio que les rodea, entre los que juegan

un papel importante el nicho hematopoyético v las citocinas®.



2. Micromedioambiente Medular o Nicho Hematopoyético

En 1978, Schoefield propuso por primera vez que las HSC se situaban en un sitio
anatémico especifico en la MO, al que denomind nicho hematopoyético en el cual, las HSC
estaban asociadas fuertemente a otros tipos celulares que, ademas de retenerlas y

protegerlas, podrian tener influencia en su comportamiento®®.

Se denomina micromedioambiente medular al conjunto de todos los elementos que
conforman la MO. Se ha demostrado en multiples estudios que el intercambio de informacién
entre las HSC y el micromedioambiente es clave para el funcionamiento normal de la
hematopoyesis. Las funciones del nicho hematopoyético son principalmente tres: el
anidamiento o homing de las HSC, el mantenimiento de la HSC en estado quiescente y la
regulacion de su diferenciacién hacia los diferentes linajes hematopoyéticos®. La interaccidn
célula-célula, mediada por la expresién de moléculas de adhesion y sus ligandos y por citocinas
y sus ligandos permite la regulacion de los procesos de auto-renovacion, diferenciacién y

proliferacion de las HSC.

Desde el punto de vista anatémico se pueden distinguir dos nichos hematopoyéticos
en la MO, diferentes en su estructura y localizacién y en su composicidn celular y funcién: el

nicho osteoblastico y el nicho vascular® ' (Figura 3).

El nicho osteoblastico se sitla en zonas cercanas a la superficie del hueso o cerca del
endostio en zonas de hueso trabecular y alberga las HSC mas inmaduras e indiferenciadas. Su
funcion principal es la de mantener las HSC en un estado quiescente, es decir, mantener el
pool de HSCY. Las células de linaje osteoblastico son el componente principal de este nicho,
principalmente osteoblastos maduros aunque también forman parte de este nicho células
mas inmaduras como los pre-osteoblastos o las células estromales mesenquimales (MSC), y
también osteocitos, osteoclastos, células endoteliales, megacariocitos, células del sistema
nervioso y componentes de la matriz extracelular®. La primera evidencia de que las células
implicadas en la formacidn de hueso tenian también una funcion clave en la hematopoyesis
fue publicada en 1998 por Taichman R. que describi6 como una linea de osteoblastos

humanos secretaban citocinas que promovian la proliferacidon de células hematopoyéticas



CD34* en cultivo, entre ellas, el factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF), el factor
estimulante de colonias granulomonociticas (GM-CSF), el factor estimulante de colonias
monociticas (M-CSF), las interleucinas 1 (IL-1), 6 (IL-6) y 7 (IL-7), la osteoprotegerina (OPG), el
ligando del receptor activador del factor nuclear NF-kp (RANKL), el factor de necrosis tumoral
(TNF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)® °. Ademds de estas citocinas, los
osteoblastos expresan el factor derivado del estroma 1 (SDF-1), una citocina clave en el
anidamiento y mantenimiento de las HSC en estado quiescente cuyo receptor, Receptor 4 de
quimiocinas (CXCR4), se expresa en las células hematopoyéticas?®. Otro de los factores clave
secretados por las células de linaje osteoblastico es la osteopontina (SPP1) que, entre otras

funciones, inhibe la proliferacion de las HSC? 22,

Una de las poblaciones celulares mas importantes del nicho osteoblastico son los
Spindle-shaped N-cadherin osteoblasts (SNO), una subpoblacion de osteoblastos que expresa
altos niveles de N-cadherina. La N-cadherina se expresa tanto en HSC como en los SNO?%3, es
una molécula clave para establecer el contacto directo osteoblasto-HSC y esta interaccidn
parece tener importancia en la retencion de las HSC. Ademas, Tyrosine Kinase With
Immunoglobulin Like And EGF Like Domains 2 (TIE2), expresada por las HSC, se activa mediante
Angiopoyetina 1 (ANGPT-1) que es secretada por los osteoblastos e induce la sobre-expresién
de N-cadherina en las HSC. La interaccién ANG1-TIE2 inhibe la proliferacion de las HSC y las
mantiene en estado quiescente?*. También es importante la secrecién de trombopoyetina
(THPO) por parte de los osteoblastos, implicada en la quiescencia de las HSC mediante de las

sefiales recibidas a través de sus receptores Mpl?>.

Otras moléculas de gran importancia en la regulacion de la hematopoyesis por parte
de los osteoblastos son el ligando de Notch, Jagged 1% y el Factor de Célula Stem (SCF) que
puede estar unido a membrana o ser secretado. SCF se une y activa al receptor KIT expresado
en las HSC, es un estimulador potente de la adhesién de las HSC y HPC a las células del estroma

ya que es capaz de activar ademas algunas integrinas presentes en el nicho?’.

Se observd en un estudio que en ratones a los que se les habia mutado Runt Related
Transcription Factor 2 (RUNX2), factor de transcripcidn caracteristico de osteoblastos

inmaduros, la hematopoyesis se veia alterada y habia un aumento de hematopoyesis



extramedular®®. No ocurria lo mismo cuando se empleaba el promotor de la osteocalcina para
causar la ablacién de los osteoblastos. La osteocalcina esta presente en osteoblastos mas
maduros y en este caso la alteracion en la hematopoyesis no era tan evidente??. Por ello, se
piensa que dentro de la poblacién de osteoblastos, son los mas inmaduros los que estan mas
implicados en la regulacion de las HSC, mientras que los osteoblastos mds maduros podrian

tener un efecto indirecto sobre la hematopoyesis®.
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Figura 2. Moléculas clave en el nicho osteoblastico. Representacion de los receptores y ligandos mas
importantes para la comunicacion entre las HSC y las células que conforman el nicho osteoblastico. HSC: Célula
stem hematopoyética; SDF-1: Factor derivado del estroma 1; CXCR4: Receptor 4 de Quimiocinas; ANGPT-1:
Angiopoyetina 1; THPO: Trombopoyetina; SCF: Factor de célula Stem; VCAM-1: Molécula de adhesién a célula
endotelial; ITGA-4: Integrina a4B1; SPP1: Osteopontina.

Otro factor regulador clave en el nicho osteoblastico es la concentracién de calcio.
Debido a que la remodelacion del hueso, en la que participan activamente los osteoclastos,

tiene lugar en el endostio, las concentraciones de calcio son mayores en esta regién del hueso
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gue en la zona central. Las altas concentraciones de calcio son esenciales para que las HSC se
adhieran al nicho y facilitan las uniones mediante N-cadherinas3!. Finalmente, también influye
la concentracion de oxigeno, que en el nicho osteoblastico es muy baja. Este hecho también

contribuye el mantenimiento de las HSC en un estado quiescente?.

Por otro lado, el nicho vascular, se sitla en zonas mediales de la MO, cerca de los vasos
donde abundan células endoteliales que forman los sinusoides de la médula ésea (BMECs).
Estas células expresan de forma constitutiva citocinas como SDF-1 (CXCL12) y moléculas de
adhesion como E-selectina y la molécula de adhesidn a célula endotelial-1 (VCAM1) que son
importantes para la movilizacidn, el homing y el injerto de las HSC33 3%, Ademas de las BMEC,
hay varios tipos de MSC que regulan el nicho vascular. Se ha visto que una poblacion de MSC-
Nestina* colocaliza con HSC en zonas cercanas a los sinusoides y que contribuyen al
mantenimiento las HSC3°, otras MSC que expresan CXCL12 de forma abundante, denominadas
CXCL12 Abundant Reticular (CAR) Cells se encuentran tanto en el nicho osteoblastico como en
el nicho vascular, aceleran la proliferacion de las HSC y las mantienen en un estado
indiferenciado®. También estdn presentes otros tipos celulares en el nicho vascular, como

monocitos y macréfagos3®, megacariocitos, células reticulares y células del sistema nervioso.

El papel fundamental de este nicho es el de la movilizacién y la iniciacion de la
diferenciacion de las HSC. Las células en estado quiescente alojadas en el nicho osteoblastico
migran hacia las zonas centrales del hueso, hacia nicho vascular, desde el que pueden salir al

torrente sanguineo para mantener la homeostasis o en diversas situaciones de estrés®’.
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Figura 3. Nichos hematopoyéticos en la MO. El micromedioambiente de la MO estd formado por varias
poblaciones celulares y diversos componentes no celulares que contribuyen al mantenimiento de la
hematopoyesis. Se pueden diferenciar un nicho osteoblastico y un nicho vascular. HSC: Célula Stem
Hematopoyética; HPC: Célula Progenitora Hematopoyética; MSC: Célula Estromal Mesenquimal.

De cualquier manera, los dos nichos estan interrelacionados para conseguir un control
perfecto del balance quiescencia, auto-renovacion y diferenciacién de las HSC y el
mantenimiento de un numero determinado de HSC y HPC con el fin de mantener la

homeostasis y responder a diferentes tipos de estrés.

Aunque, como se ha descrito, los nichos son diferentes, también presentan elementos
en comun que permiten su integracion y un funcionamiento conjunto, como son las propias
HSC y HPC, células de soporte entre las que se encuentran células reticulares, fibroblastos y
MSC, células musculares y nerviosas, vasos sanguineos y algunos elementos no celulares como
los que forman la matriz extracelular. La matriz extracelular es una red compleja compuesta
por distintas macromoléculas como glicosaminoglicanos, fibronectina, laminina, colageno | y
IV, &cido hialurénico, osteopontina, entre otras3®. Las moléculas de la matriz extracelular,

interactyan con las HSC participando también en su regulacién. La osteopontina, secretada
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por los osteoblastos, interacciona con el receptor CD44 e integrinas presentes en las HSC.

CD44 también interacciona con el acido hialurénico presente en la matriz extracelular?®.

La MO adulta, contiene también adipocitos. Hasta hace unos afios, se pensaba que el
unico papel de los adipocitos era rellenar espacios en la MO. Sin embargo, los adipocitos son
también miembros activos del micromedioambiente medular. Actian como reguladores
negativos de la hematopoyesis. De hecho, el nimero de adipocitos correlaciona inversamente
con la actividad hematopoyética de la MO*°. In vitro, se ha demostrado que bloquean la
granulopoyesis inhibiendo la liberaciéon de G-CSF por parte de los macréfagos mediante la
expresion de Neuropilina-1 (NRP1)!. Ademas, secretan Transforming Growth Factor B1
(TGFB1), de manera independiente a la expresion de NRP1. TGFB1 es un conocido inhibidor

de la hematopoyesis®?.

3. Células Estromales Mesenquimales

Una gran parte de las células que conforman el micromedioambiente hematopoyético
derivan de las células stem mesenquimales o células estromales mesenquimales (MSC)*3. Las
MSC se caracterizan por ser una poblacién heterogénea de células multipotentes de aspecto
fibroblastico y de origen no hematopoyético presente en un bajo porcentaje en MO
(0,001%)%*. Fueron descritas por primera vez por Friedestein y colaboradores hace mas de 40
anos, demostraron que una pequeia proporcidn de células de MO eran capaces de adherirse
a la superficie de frascos de cultivo y formar colonias de aspecto fibroblastico, cuando se
cultivaban a baja densidad, que denominaron CFU-F*. Ademas, estas células eran capaces de

diferenciarse tanto in vitro como in vivo a osteoblastos, condrocitos y adipocitos®®.

Las MSC, ademds de dar lugar a diferentes células del micromedioambiente
hematopoyético, forman parte de este y tienen un papel principal en el mantenimiento de la
hematopoyesis a través de diferentes mecanismos como son el contacto celular, la secrecion
de citocinas y factores de crecimiento (SDF-1, SCF, ANGPT1, IL-7, VCAM, SPP1) o |la produccién
de moléculas que forman la matriz extracelular como son, entre otros, la fibronectina,

lamininina, coldgeno y proteoglicanos3>#’. Las MSC humanas pueden aislarse tanto de tejidos
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fetales (corddn umbilical, liguido amnidtico) como de tejidos adultos. Las fuentes de
obtencion de MSC mas habituales son la MOy el tejido adiposo, debido a su facil accesibilidad,
aunque también se han aislado de otros muchos tejidos como pulpa dental®, gelatina de

Wharton del cordén umbilical, placenta, liquido sinovial, etc®.

Debido a la falta de marcadores especificos para su identificacion, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT) establecié unos criterios minimos para definir una MSC
basados en estas tres premisas: 1. Capacidad de adherencia al plastico en condiciones
estandar de cultivo in vitro; 2. Expresién de CD73, CD90 y CD105 y la ausencia de CD45, CD34,
CD14 0 CD11b, CD19 0 CD79a y HLA-DR; 3. Capacidad de diferenciacién in vitro a osteoblastos,

condrocitos y adipocitos bajo determinadas condiciones de cultivo°.

Ademas de diferenciarse a distintos tipos celulares, las MSC tienen una potente
actividad inmunomoduladora (Figura 4). Son capaces de modular tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa inhibiendo a células inmunoreactivas como son los linfocitos Th1,
los linfocitos B, las células dendriticas o las células NK e induciendo la expansidn de linfocitos
T reguladores o los macréfagos tipo 2°1°. Esto se debe principalmente a que las MSC expresan
bajos niveles de Complejo Mayor de Histocompatibilidad-1 (MHC 1) y no expresan MHC Il ni
moléculas coestimuladoras CD40, CD40L, CD80, CD86, por lo tanto, tienen capacidad para
activar linfocitos T mediante el MHC | pero no son capaces de desencadenar respuestas
secundarias causando la anergia de estos linfocitos>®. Ademas, el efecto inmunomodulador de
las MSC se basa en la secrecién de factores solubles como Indoleamina 2,3-Dioxigenasa (IDO),
prostaglandina E> (PGE3), dxido nitrico (NO), transforming growth factor (TGF-B), interferén
gamma (IFNy) e interleucina 1B (IL1B)>’. La baja expresion de las moléculas MHC | les hace

posible, ademas, escapar del reconocimiento antigénico, es decir, no son inmunogénicas.
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Figura 4. Actividad inmunomoduladora de las MSC. Las MSC inhiben a las células inmunoreactivas y son
capaces de inducir a las células T reguladoras. Secretan una serie de factores solubles como IDO: Indoleamina
2,3-dioxigenasa; PGE2: Prostaglandina E2; NO: Oxido nitrico; TGF-B: Transforming growth factor; INFy: Interferén
gamma e IL1B: Interleucina 1.

Hay evidencias de que las MSC tienen capacidad de homing hacia la MO y los focos de

inflamacion>g.

Estas propiedades han hecho que, hoy en dia, las MSC sean una herramienta
terapéutica atractiva para diversos programas de medicina regenerativa y también para el

tratamiento de enfermedades relacionadas con alteraciones en el sistema inmunitario.

De hecho, ya se han aplicado en la clinica en pacientes con distintas enfermedades
como cardiomiopatia severa, infarto de miocardio, enfermedades osteoarticulares,
retinopatia y pie diabético, osteogénesis imperfecta y otras, con resultados favorables®-3,
Por otra parte, se han empleado también en enfermedades autoinmunes como la enfermedad

de Crohn®, donde ya se dispone de un producto celular aprobado basado en células



mesenquimales (darvadstrocel) o en hematologia en el contexto del trasplante

hematopoyético como se comentara en el punto 6 de la introduccion.

Se ha observado en multiples estudios que las MSC, tras haber sido inyectadas, no
permanecen demasiado tiempo en el tejido dianay, sin embargo, si que se siguen realizando
su efecto durante un tiempo prolongado® . Por ello, es posible que su efecto terapéutico,
mas que deberse a su capacidad de injerto y diferenciacidon en los tejidos, se deba a su

capacidad de liberar sustancias al medio de forma paracrina o bien mediante la secrecién de

vesiculas extracelulares (VE)®7-%°,

4. Vesiculas Extracelulares

Las VE son nanovesiculas de membranas lipidicas liberadas por la mayoria de células
tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, que constituyen un mecanismo
importante de comunicacién intercelular. Pueden ser aisladas a partir de diversos fluidos
bioldgicos como suero, plasma, orina o liquido cefalorraquideo’®. Se describieron por primera
vez en 1983 cuando un grupo de investigadores observd la presencia de cuerpos
multivesiculares en reticulocitos que eran capaces de secretar vesiculas al medio

extracelular’?.

Se distinguen distintos tipos de VE dependiendo de su tamafio y su biogénesis (Figura
5). Asi encontramos principalmente por un lado los exosomas originados a partir de la via
endocitica por la fusién de cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica cuyo tamafio
es de unos 40-200nm y por otro lado las microvesiculas originadas por la invaginacién de la
membrana plasmatica debido a un aumento de calcio intracelular que provoca la pérdida de
la asimetria de la membrana’?, presentan un tamafio mayor entre 150nm-1pm. Las células
también secretan otros tipos de vesiculas como los cuerpos apoptdticos (50nm-2 um),
secretados principalmente por células en estado apoptdtico o los oncosomas secretados por

células malignas’378,
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Figura 5. Formacion de VE en las MSC. Se distinguen principalmente dos tipos de VE que son liberadas por las
MSC y que difieren especialmente en su tamafio y biogénesis. Los exosomas, de menor tamafio y derivados de
la via endocitica por la fusion de cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica y las microvesiculas, de
mayor tamanio y originadas por la fusion de la membrana plasmatica.

Asi como las microvesiculas se liberan mediante un mecanismo sencillo ocurrido en la
membrana plasmatica y su contenido es meramente citoplasmatico, el proceso de liberacion
de los exosomas es algo mas complejo. Ocurre una internalizacidn de proteinas de membrana
mediante vesiculas que son liberadas a endosomas tempranos. En los endosomas tempranos,
las moléculas son recicladas a la membrana plasmatica o secuestradas en vesiculas internas
de cuerpos multivesiculares. La formacion de cuerpos multivesiculares esta regulada por el
Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) y proteinas asociadas. Los cuerpos
multivesiculares pueden fusionarse con lisosomas y degradar su contenido o fusionarse con
la membrana plasmatica y liberar las vesiculas internas al medio extracelular, que son los
exosomas. La membrana de los exosomas, por tanto, tendra la misma orientacién que la
membrana plasmatica de la célula de la que provienen y el contenido de los exosomas sera de

origen tanto citoplasmdatico como de membrana plasmatica como de moléculas de los
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compartimentos endociticos’. Los dominios ricos en tetraspaninas y la composicion lipidica

de las diferentes partes de la membrana también influyen en la formacidén de VE.

Las VE estdn compuestas principalmente por proteinas de membrana vy
citoplasmaticas, RNA de pequefio tamafio codificantes (MRNA) y no codificantes (micro-RNA),
DNA vy lipidos (alta proporcion de colesterol, esfingomielina, ceramida y fosfatidilserina) que
forman la membrana plasmadtica que protege el contenido de la vesicula y facilita su llegada a
la célula diana (Figura 6). El contenido de las VE es muy variable dependiendo del tipo celular
del que provienen’® 77 78 Varias proteinas estan presentes de forma abundante en VE v,
aunque no son especificas de VE, se suelen emplear como marcadores. Entre ellas estan las
tetraspaninas (CD9, CD63, CD81), Rab GTPasas, Anexina, Flotillina, Clatrina, Programmed cell
death 6-interacting protein (ALIX), Proteina celular tumoral humana susceptible al gen 101

(TSG101), proteinas del ESCRT y proteinas de choque térmico (HSP60 y HSP70)7°.

Flotillina

Anexina

Rab GTPasas

Proteinas

Tetraspaninas

CD9

CD63

CcD81

Acidos Nucleicos

g{‘é Lipidos

Ceramida

Fosfatidilserina Colesterol

Figura 6. Representacion esquematica de la composicion de una vesicula extracelular. Las VE contienen
proteinas, acidos nucleicos (DNA, micro-RNAs y RNAs codificantes y no codificantes) y lipidos de los cuales la
esfingomielina, la fosfatidilserina, el colesterol y la ceramida son los mas abundantes.

15

o 7

c
o
(8}
J
=
©
(o]
ful
fres)
=




A pesar de sus diferencias, todas las VE presentan moléculas de superficie que les
permiten llegar a células diana, ser endocitadas y modificar su estado fisioldgico’®. Se ha
demostrado que el mRNA que portan las VE puede ser traducido a proteina por la célula

receptora®’,

En situaciones fisioldgicas, el papel de las VE es fundamental para mediar la
comunicacidn entre células con el fin de regular distintos procesos bioldgicos, transmitir
sefiales, regular el sistema inmune, etc. En situaciones patoldgicas tienen un gran impacto
favoreciendo la progresion y mantenimiento de enfermedades mediante la liberacion de
material genético y proteinas, la transmisién de virus y patégenos y modificando el ambiente

tumoral haciéndolo més favorable al crecimiento del tumor, la invasion y la metdstasis8® 82,

Actualmente se estd investigando el uso de VE con un fin terapéutico. Ademas de su
efecto similar al inducido por la célula de origen, debido a su pequeiio tamano y flexibilidad,
pueden atravesar membranas por lo que podrian actuar como vehiculo natural para agentes

terapéuticos o vacunas®® 8,

Ademds, se esta estudiando su posible papel como
biomarcadores para la deteccién precoz de distintas enfermedades como infecciones,

enfermedades renales o distintos tipos de cancer’® 8,

5. Trasplante Hematopoyético

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es un procedimiento terapéutico
gue consiste en la reconstitucion de la hematopoyesis y el sistema inmune mediante la
infusion de células progenitoras hematopoyéticas tras un tratamiento de acondicionamiento
con quimio y/o radioterapia. Se emplea para el tratamiento de enfermedades hematoldgicas

tanto malignas como no malignas y de algunas enfermedades no hematolégicas.

Los objetivos principales del trasplante hematopoyético son la reconstitucién de la
hematopoyesis del receptor, el tratamiento de alteraciones hematopoyéticas no malignas de

la MO como la insuficiencia medular o enfermedades autoinmunes y, en el caso de
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hemopatias malignas, promover el efecto inmunoterdpico del injerto contra las células

leucémicas del receptor (mediado por las células T del injerto).

La historia del TPH comienza con el concepto de la existencia de una célula precursora
de la que se originan todos los tipos de células hematopoyéticas. Es en 1951 cuando Lorenz y
colaboradores descubren que la administracion de células de MO de un ratén singénico
evitaba los efectos letales de la irradiacién a dosis mieloablativas®®. Tras unos afios de estudios
en roedores, y posteriormente en modelos caninos (en Seattle) el trasplante de progenitores
hematopoyéticos se empezd a utilizar en la practica clinica en 1957 por E.D. Thomas que
trasplantd a seis pacientes con diversas enfermedades de los cuales solamente logré un
injerto transitorio en dos casos®’. Mds tarde, en 1965 G. Mathé logré conseguir un injerto
duradero en un paciente pero fallecié por lo que hoy se conoce como enfermedad injerto
contra receptor (EICR)%8. A lo largo de los siguientes afios se fueron descubriendo las
limitaciones de estas experiencias y se empezaron a tener en cuenta factores clave como el

acondicionamiento, la inmunosupresion y la histocompatibilidad.

El gran avance para la evolucién del TPH fue el descubrimiento en 1957 del complejo
mayor de Histocompatibilidad en humanos (HLA) por J. Dausset®. Gracias a este hecho, se
comprendid mejor el fendmeno del rechazo y se comenzaron a seleccionar donantes
compatibles que permitiran un injerto duradero con un menor riesgo de EICR y antes de los
afios 70 varios grupos consiguieron llevar a cabo TPH con éxito®°. Mas tarde, se ampliaron las
fuentes de obtencién de células progenitoras y se amplidé el rango de posibles fuentes
celulares alternativas lo que ha permitido que el TPH sea accesible a un mayor nimero de

pacientes.

El desarrollo del trasplante hematopoyético alogénico se compone de varias fases: la
seleccion del donante éptimo, el acondicionamiento del receptor, la obtencién, manipulacién
y conservacion de los progenitores hematopoyéticos del donante, la infusion de las células al
receptor, el periodo de aplasia post-trasplante (es la fase critica, en la que el riesgo de
complicaciones infecciosas es mayor), la recuperacion hematoldgica y, por ultimo, la

reconstitucion inmune.
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5.1. Tipos de trasplante hematopoyético

Dependiendo del origen de los progenitores, podemos encontrar diversos tipos de

TPH:

- Trasplante Autdlogo: En este caso los progenitores hematopoyéticos proceden del
propio paciente. Antes del acondicionamiento, se procede a la movilizacién, recogida y
criopreservacion de los progenitores hematopoyéticos para su posterior re-infusién. Este tipo
de trasplante conlleva un menor nimero de complicaciones para el paciente por la ausencia
de reacciones inmunoldgicas pero la incidencia de recaida de la enfermedad base es mayor ya
gue se pueden re-infundir células tumorales contaminantes. Es el caso de linfomas, mieloma,

tumores sdlidos y algunas leucemias agudas.

- Trasplante Singénico: Se realiza entre hermanos gemelos univitelinos por ello, las
células a inyectar son genéticamente idénticas a las del receptor por lo que no hay desarrollo

de EICR y en la practica es similar a un autotrasplante.

- Trasplante Alogénico: Los progenitores hematopoyéticos provienen de un donante
sano familiar o un donante voluntario. En este caso, las células progenitoras del donante
presentan diferencias genéticas con las del receptor. Se trata de buscar a un donante con la
mayor identidad posible en sus antigenos del sistema HLA, por ello, hay varias posibilidades

de donante:

e Hermano HLA idéntico: La probabilidad de tener un hermano HLA idéntico se
sitia en torno al 25% para los pacientes que disponen de un Unico hermano (y
este porcentaje se incrementa ligeramente para los que disponen de varios
hermanos). Se considera un donante HLA idéntico el que comparte los dos
haplotipos HLA con el receptor. Es el trasplante alogénico con menor
mortalidad asociada al trasplante.

¢ Donante voluntario no emparentado: Es una alternativa para los pacientes que
no disponen de un hermano HLA idéntico. Se obtienen tras una busqueda en
los distintos registros internacionales de donantes de MO. Para considerar

compatible a un donante no emparentado se exige que entre 7 y 12 de los
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antigenos HLA sean iguales (antigenos HLA de clase | (A, B, C) y de clase Il (DR,
DQ, DP). Este tipo de trasplante tiene un alto impacto en la morbimortalidad
por las diferencias genéticas e inmunoldgicas entre las células del donante y del
receptor.

e Donante haploidéntico: Son donantes que comparten un haplotipo HLA con el
receptor. En este tipo de trasplante, el donante es compatible con el receptor
solo en un 50%, por lo que se emplea como alternativa para aquellos pacientes
que carecen de un donante, emparentado o no emparentado, con mayor
compatibilidad®?. Esta estrategia terapéutica ha mejorado sus resultados en los
ultimos afios, debido probablemente al empleo de ciclofosfamida
postrasplante como profilaxis de EICR. Ello ha contribuido a que los resultados
actuales de esta alternativa se aproximen a los del trasplante de donante no
relacionado y ha permitido que la mayoria de pacientes que necesitan un
alotrasplante dispongan de un donante (hermanos haploidénticos, padres, o

hijos, dependiendo de la edad).

Ademas los TPH se clasifican en relacion a la fuente de obtencidn de las células

progenitoras. En este caso, se distinguen las siguientes fuentes:

- Médula ésea: Es el procedimiento de obtencidon de progenitores hematopoyéticos
mas antiguo y el Unico utilizado durante mucho tiempo. En este caso, la extraccidn se hace en
quiréfano, bajo anestesia general, mediante varias punciones-aspiraciones en las crestas
iliacas posteriores. El empleo de esta fuente ha disminuido progresivamente cuando han ido

surgiendo fuentes alternativas de aislamiento de progenitores hematopoyéticos.

- Sangre periférica Movilizada: En la actualidad es la fuente mas empleada de
progenitores hematopoyéticos ya que es el método de recoleccion menos agresivo. Consiste
en la movilizacion de las células progenitoras de MO a SP mediante la administracién al
donante de G-CSF. Posteriormente, se aislan las células movilizadas de SP mediante
leucaféresis. Mediante este método, se consigue aislar un mayor nimero de progenitores
hematopoyéticos y con mayor rapidez de injerto que los aislados de otras fuentes por lo que

el receptor consigue una recuperacién hematopoyética e inmunoldgica precoz®? 3.
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- Sangre de cordén Umbilical: Se comenzd a emplear en el afio 1988. En este caso, los
progenitores hematopoyéticos se extraen tras el parto mediante puncion de la vena umbilical.
Este procedimiento es inocuo para el donante. Una gran ventaja de esta fuente es el estado
de inmadurez de las células inmunitarias, lo implica que la compatibilidad genética con el
receptor no necesita ser tan estricta por lo que se ha podido emplear en pacientes para los
que no se dispone de un donante compatible®t. Sin embargo, el mayor inconveniente es el
gue se aisla una cantidad muy pequena de progenitores por lo que el tiempo de recuperacién
de la hematopoyesis es mas largo, lo que implica un mayor riesgo de infecciones. Esto ultimo
también esta condicionado por el perfil naive del sistema inmune presente en el corddn. Esta
fuente de progenitores ha sido clasicamente empleada mayoritariamente en pacientes
pediatricos®, y también en adultos, donde como se ha mencionado, ha sido desplazada por

el empleo del trasplante haploidéntico de SP o MO.

La eleccién de la fuente de obtencidn de las células dependera del estado de la
enfermedad en el momento del trasplante y del peso del receptor pero también dependerd

de la experiencia del centro y de las preferencias del donante.

5.2. Acondicionamiento

Previo al trasplante hematopoyético, los pacientes se someten al tratamiento de
acondicionamiento. Este procedimiento implica la eliminacién del sistema hematopoyético
del propio paciente, creando un espacio fisico en su MO que permita el injerto del nuevo
sistema hematopoyético, la reduccién de la cantidad de células malignas (en el caso de
hemopatias malignas) y la produccion de una inmunosupresion adecuada que favorezca

igualmente el injerto de las células del donante y prevenga el rechazo de injerto.

Para el acondicionamiento se emplea quimioterapia y/o radioterapia. Segun la

intensidad de la inmunosupresién inducida, el acondicionamiento se clasifica en®®:

- Acondicionamiento Mieloablativo: La hematopoyesis del paciente se erradica por
completo y solamente es posible la recuperacion de la funcion medular con un

trasplante hematopoyético.
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- Acondicionamiento No Mieloablativo o de Intensidad Reducida: En este caso, la
intensidad de la dosis permitiria tedricamente una recuperacion autdloga de la
hematopoyesis, aunque en la practica se produce una reconstitucién completa a partir
de la hematopoyesis del donante en la mayoria de los casos, si bien en algunos de ellos
puede existir un quimerismo mixto en SP o en MO, sobretodo en el periodo precoz
postrasplante. Este tipo de acondicionamiento ha permitido ampliar la indicacion del
trasplante a personas de edad avanzada, pacientes que hayan sido trasplantados
previamente con dosis mieloablativas (p. ej. trasplante autdlogo previo) o pacientes
con diversas comorbilidades que impidan la administracién de un acondicionamiento

mieloablativo.

La eleccion del tipo de acondicionamiento depende de la enfermedad del paciente, de
la inmunocompetencia del donante, de la histocompatibilidad donante-receptor y de la

composicion del producto hematopoyético, principalmente.

El trasplante hematopoyético comenzé a investigarse para tratar potencialmente a
personas que podrian recibir altas dosis de irradiacidon (p. ej. tras un ataque o accidente
nuclear). Posteriormente se observé que lairradiacién corporal total (ICT) podria ser util como
una herramienta terapéutica para el acondicionamiento. En los afios 70 se mejoraron los
regimenes de acondicionamiento afiadiendo ciclofosfamida a la ICT, lo que permitia un mayor
control de la enfermedad a largo plazo. Hasta mediados de los afios 90, se mantuvo este
régimen de acondicionamiento clasico (mieloablativo) que consistia en ICT a altas dosis
combinada con ciclofosfamida o busulfan + ciclofosfamida®’. Debido a la alta toxicidad de este
régimen de acondicionamiento, el trasplante hematopoyético era una terapia accesible
solamente para pacientes jévenes, menores de 40-50 afios. Fue en los 90 cuando se empezé
a entender mejor el efecto injerto contra leucemia por el que los linfocitos T del donante
desempeiian un papel fundamental en la eliminacidn de las células leucémicas del receptor,
lo que contribuye al objetivo curativo del procedimiento®. Este descubrimiento permitio el
desarrollo de regimenes de acondicionamiento menos agresivos como los regimenes no
mieloablativos o de intensidad reducida que hacia posible el trasplante a personas mayores
de 50 afios. Hoy en dia el acondicionamiento mas ampliamente utilizado en el mundo sigue
siendo el mieloablativo. Sin embargo, cada vez es mayor el nimero de casos en los que se

utilizan regimenes no mieloablativos y de intensidad reducida®® 1,
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Una de las estrategias de acondicionamiento no mieloablativo mdas recientes fue
introducida en 2001 por el grupo de Seattle. Consiste en la administracién de dosis bajas de
irradiacion (200cGy) como Unico régimen de acondicionamiento (es el denominado
“microalotrasplante”). Esta estrategia permite el injerto de las células del donante causando
una baja toxicidad y da la oportunidad de ser trasplantados a pacientes mayores de 70 afios
(donde suele situarse el limite actual de los regimenes no mieloablativos) o con
comorbilidades que no pueden soportar acondicionamientos de caracter mas agresivo!®l. Mas
tarde se han publicado otras estrategias de acondicionamiento no mieloablativo basadas

Unicamente en dosis bajas de ICT102-104,

5.3. Efectos del acondicionamiento sobre el sistema
hematopoyético

La gran mayoria de los agentes quimioterdpicos afectan negativamente al sistema
hematopoyético actuando sobre las células hematopoyéticas directamente pero también
sobre el micromedioambiente que les rodea. El efecto es muy variable dependiendo del tipo
de agente quimioterdpico. La mayoria de ellos afectan al ciclo celular y al ADN/ARN celular,
entre ellos se distinguen agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos antitumorales,
inhibidores de mitosis, inhibidores de topoisomerasas o corticoesteroides. Las células
tumorales proliferan con mayor rapidez, por lo que son mas sensibles a los efectos de estos
farmacos. Sin embargo, las células hematopoyéticas sanas también son dafiadas con este tipo
de acondicionamientos lo que causa efectos secundarios como la aplasia medular y la

afectacion del sistema inmunitariol©.

En cuanto al tratamiento con ICT, la radiosensibilidad se define como la mayor o menor
afectaciéon celular de los diferentes tejidos por las radiaciones ionizantes. Bergonie et al.
afirmaron en 1906 que la radiacion ionizante es mas eficaz sobre células que estan en mitosis,
células con una alta tasa de proliferacion y poco diferenciadas'®. Las células progenitoras
hematopoyéticas son células muy radiosensibles'®’. En cuanto a los drganos que conforman

el sistema hematopoyético y linfatico, MO, ganglios linfatico, bazo y timo son muy sensibles a
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la irradiacion mientras que la SP, que contiene células mas maduras, no es tan radiosensible,
a excepcion de los linfocitos circulantes que son muy sensibles a la irradiacion. Por ello, los
efectos del acondicionamiento mediante ICT no son efectivos hasta dias después del
tratamiento, cuando las células maduras de la sangre son eliminadas de la circulacion. Es

entonces cuando los pacientes sufren un periodo de pancitopenia.

5.4. Efectos del acondicionamiento sobre el estroma

Asi como el efecto de los distintos tipos de acondicionamiento sobre las células
hematopoyéticas se ha estudiado en profundidad, se ha prestado poca atencién a cémo
afectan los agentes quimioterdpicos y la radioterapia a las células que conforman el

micromedioambiente de la MO.

Se ha descrito por algunos grupos que tras un trasplante de progenitores
hematopoyéticos el estroma del receptor se encuentra alterado. Se observd en un estudio
realizado en nuestro laboratorio cémo las MSC aisladas a partir de pacientes que habian sido
sometido a un TPH tenian una menor capacidad de mantenimiento de la hematopoyesis in
vitro que las MSC de sus donantes sanos emparentados'®®. Por un lado, esto puede ser debido
a la propia enfermedad de base. Se ha visto en diversos estudios realizados también en
nuestro grupo cémo en determinadas hemopatias entre las que se encuentran los Sindromes
Mielodisplasicos, las Neoplasias Mieloproliferativas o la Plirpura Trombocitopénica Inmune,
las MSC presentan alteraciones gendmicas y funcionales que pueden afectar a su
supervivencia, capacidad proliferativa, y capacidad de soporte de la hematopoyesis'®-111, por
otro lado, también se ha visto que los regimenes de acondicionamiento causan un dafio en las
poblaciones que conforman la MO. En concreto, Adams y colaboradores observaron como
agentes quimioterdpicos como melfalan, ciclofosfamida o etopdsido reducen la viabilidad y la
capacidad de adhesidn de estas células alterando la expresién de moléculas como VCAM-1,
metaloproteinasas o SDF-111% 113, Otros estudios ha demostrado cémo la exposicidn a agentes
guimioterdpicos afecta a la morfologia, la capacidad proliferativa, la capacidad de

diferenciacién y la capacidad de soporte de la hematopoyesis por parte de las MSC14-116,
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En cuanto al acondicionamiento con ICT se ha visto codmo, tras el TPH, las células
hematopoyéticas son del donante mientras que las MSC siguen siendo del receptor!!’. Estos
resultados indican que las MSC son capaces de resistir dosis de irradiacion que resultan letales

para las células hematopoyéticas.

Se ha observado que, tras recibir dosis variables de irradiacién, las MSC siguen
expresando sus marcadores caracterisisticos de superficie, mantienen sus propiedades de
adhesion y migracién, su capacidad de diferenciacion multilineal y su viabilidad!® 119, La
radiorresistencia de las MSC se atribuye a que se ha demostrado que presentan diversos
mecanismos de proteccién frente a la irradiacién como un mecanismo muy eficiente de
reparacion de dafio en el DNA, un gran contenido de proteinas anti-apoptdticas y una gran

capacidad anti-oxidante?® 121,

Sin embargo, a pesar de ser resistentes a altas dosis de irradiacion, la funcién celular
de las MSC se puede ver modificada en algunos aspectos. Asi, a altas dosis de irradiacién
puede aumentar la senescencia y disminuir su capacidad de proliferacion. Ademas se ha
demostrado que, aunque las MSC no pierden su capacidad de diferenciacién, esta puede verse
alterada incluso a dosis bajas de irradiacion®?® 123, Parece claro que la capacidad de
diferenciacién adipogénica se ve disminuida tras la irradiaciéon pero no esta del todo claro si
su capacidad de diferenciacion osteobldstica estd aumentada o no'??'?°>, Hay algunas
publicaciones que describen que el efecto de la irradiacion sobre las MSC puede variar
dependiendo de la dosis??® 127, Sin embargo, hay poca informacién sobre los efectos de dosis

bajas de irradiacion en MSC humanas, que serd objeto de estudio en este trabajo.

5.5. Complicaciones tras el trasplante alogénico

Debido a la complejidad del procedimiento, la afectacion del sistema inmune, la
liberacion masiva de citocinas y la toxicidad producida por el acondicionamiento, tras el
trasplante alogénico pueden darse multitud de complicaciones tanto a corto plazo (mucositis,
enfermedad veno-oclusiva hepatica, microangiopatia trombética, cistitis hemorragica, etc.)
como a largo plazo (cataratas, hipotiroidismo, esterilidad, osteoporosis, etc), ademas de la

posibilidad de recaidas o segundas neoplasias'?®. Sin embargo, entre las complicaciones mas
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relevantes tras el trasplante de progenitores hematopoyético estan ademas de las anteriores,

el fallo de injerto, las infecciones y la EICR.

El fallo de injerto o el injerto “pobre” representa una causa importante de morbi-
mortalidad asociada al TPH. Hay cuatro factores principales que lo condicionan: un nimero
insuficiente de HSC del donante (suele ser relevante en el trasplante de sangre de corddn
umbilical), un estroma defectuoso o con funcion deficiente del receptor (condicionado en
parte por tratamientos previos como el acondicionamiento), la eliminacion de las células del
donante por parte de las células residuales que quedan en el receptor tras el
acondicionamiento (mas frecuente tras acondicionamientos no mieloablativos y con
disparidad HLA) o la deplecién de células T del producto celular infundido® 198 129,130 Ep
algunos casos se pueden tratar con factores de crecimiento hematopoyético como G-CSF,
eltrombopag, o inmunosupresores, aunque los resultados no son del todo satisfactorios. Otra
opcién es la administracion de un refuerzo (“boost”) con células CD34* del donante o la
realizacion de un segundo trasplante®3!. Debido a la neutropenia, el riesgo de infecciones

viricas, bacterianas y fungicas en caso de fallo de injerto es elevado®3 133,

Por otro lado, la principal complicacion tras el TPH la constituye la EICR. Esta entidad
se debe a que las células inmunocompetentes procedentes de la MO del donante reconocen
como extranos diferentes epitopos de drganos y tejidos del receptor. En su fisiopatologia
interviene el dafio tisular inducido por el acondicionamiento, infecciones y otros factores, que
estimula la presentacidon antigénica de péptidos tisulares a los linfocitos T del donante. A pesar
de que la mayoria de los trasplantes que se realizan son HLA idénticos y de que se emplea
inmunosupresion profilactica, la EICR continda siendo una complicacion importante que en su
forma aguda (EICR aguda) afecta sobre todo a la piel, el tubo digestivo y/o el higado®3* 13>, E|
tratamiento de primera linea de la EICRa consiste en la adicién de esteroides al tratamiento
inmunosupresor profilactico. Si la enfermedad persiste, no hay un tratamiento de segunda
linea estdndar. En este contexto se han empleado diversas estrategias de inmunosupresion,
entre las que estan las MSC, la fotoaféresis extracorpdrea, ruxolitinib, inhibidores de
calcineurina, micofenolato de mofetil, rapamicina, timoglobulina, pentostatina, entre

otros?3®.
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La forma cronica de la EICR (EICRc) tiene una fisiopatologia diferente y en ella
intervienen factores relacionados con la disfuncionalidad del sistema inmune humoral. La
afectacién clinica en la EICRc puede ser muy variable y guarda similitudes con algunas
enfermedades inmunes del tejido conectivo (p. ej. esclerodermia, enfermedad de Sjogren,

etc.). El tratamiento en todo caso se basa también en incrementar la inmunosupresién?'3’, 138,

Uno de los mayores retos para conseguir el éxito en el TPH alogénico es encontrar el

balance perfecto entre el efecto injerto contra leucemia y la EICR%® 139,

6. Papel de MSC y MSC-VE en trasplante

A pesar de las diversas alternativas existentes (o todavia en proceso de
investigaciéon)¥® para el tratamiento de las complicaciones derivadas del trasplante
hematopoyético, en ocasiones no se obtiene la respuesta clinica adecuada. La mayoria se
basan en farmacos o factores de crecimiento con el fin de mejorar las condiciones de la
poblacién hematopoyética pero sin prestar atencién a su micromedioambiente que, con
frecuencia, se encuentra dafiado en estas situaciones. Por ello, actualmente para mejorar o
evitar dichas complicaciones, se estd utilizando en ocasiones la terapia celular como

tratamiento experimental.

En concreto, se estan empleando las MSC, por sus propiedades inmunomoduladoras,
su capacidad de mantenimiento de la hematopoyesis y su capacidad de diferenciacion a
distintos tipos celulares. Estas propiedades las han convertido en una herramienta terapéutica
atractiva para la reparacién tisular y también para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con alteraciones en el sistema inmunitario, como es el caso de la EICR y otras

complicaciones postrasplante.

En los ultimos afios, se ha planteado la posibilidad de infundir MSC junto con las HSC
con el fin tanto de mejorar la tasa de injerto hematopoyético como de reducir la EICR. Esta
idea ha llevado a la realizacion de diversos ensayos clinicos en los que se ha comprobado la
bioseguridad y la eficiencia de estas células. La mayoria de los ensayos clinicos se han basado

en pacientes con EICRa resistente a esteroides!#'%* Sin embargo, también se estdn
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desarrollando ensayos clinicos con MSC para tratamiento de fallo de injerto en pacientes

sometidos a trasplante hematopoyético4>-1°1,

Algunos estudios demuestran que las VE secretadas por las MSC pueden tener efectos
parecidos a las propias células de las que provienen. Se ha descrito que las VE secretadas por
las MSC (MSC-VE) juegan un papel clave en la comunicacion entre el micromedioambiente
medular y las HSC. Las MSC-VE contienen moléculas bioactivas como factores de crecimiento,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos y que pueden ser incorporadas por HSC y modular su
comportamiento?1>4, En un estudio realizado previamente en nuestro grupo se observo
como VE liberadas por MSC aisladas de pacientes con sindromes mielodisplasicos se
incorporaban en HSC de donantes sanos modificando su expresién de micro-RNAs y
aumentando su viabilidad y capacidad clonogénica®®. Esta comunicacidn no es unidireccional,
también las células hematopoyéticas secretan VE que modifican el comportamiento de las
células del micromedioambiente. Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado
como VE secretadas por células hematopoyéticas que contienen el gen BCR-ABL son capaces

de trasferir el oncogen (MRNA) a células endoteliales que pasan a expresar la oncoproteina®®.

Asi, se ha demostrado en estudios pre-clinicos como las MSC-VE son capaces de ejercer
un efecto inmunomodulador, de reparacidon de tejidos y favorecer el mantenimiento de la
hematopoyesis®® 1°7-160 pudiendo tener asi un efecto terapéutico en el contexto del trasplante
hematopoyético®l. Aunque se han desarrollado ensayos clinicos en los que se han tratado a
pacientes con MSC-VE!®2, todavia no existen ensayos clinicos con MSC-VE en los que se hayan
tratado complicaciones derivadas del trasplante hematopoyético. Sin embargo, si que se han
empleado como uso compasivo para el tratamiento EICR en un Unico paciente publicado hasta

la fecha con un resultado favorable®3.

La transferencia de moléculas a través de VE permitiria poder mejorar la capacidad de
injerto de las HSC sin necesidad de terapia celular lo cual presenta una serie de ventajas
respecto al empleo de las células de origen (las MSC en este caso). En primer lugar, son mas
estables y faciles de almacenar periodos de tiempo largos, por lo que seria mas facil
estandarizar una produccién y almacenamiento a escala industrial. No estan sujetas a la

regulacion de la FDA (Food and Drug Administration) o de la EMA (European Medicines
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Agency) para medicamentos de terapias avanzadas sino que se consideran producto biolégico.
Ademads, no poseen potencial carcinogénico, riesgo de aneuploidias o aberraciones
cromosomicas ya que no tienen capacidad de replicacién, y debido a su pequeno tamanio,

pueden cruzar casi todas las barreras, incluida la hematoencefalical®®.
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2. Hipotesis






Hasta hace un par de décadas, la mayor parte de las estrategias terapéuticas para
mejorar la funcidon hematopoyética se han centrado en actuar sobre las células
hematopoyéticas, bien incrementando su numero, purificando aquellas poblaciones con
mayor inmadurez o expandiendo in vitro su nimero, esto ultimo especialmente en el contexto
del trasplante de progenitores hematopoyéticos de cordén umbilical. Sin embargo, en los
ultimos afios el papel del microambiente, especialmente de las células mesenquimales, ha

adquirido un notable interés.

La hipdtesis de trabajo del presente estudio consiste en que algunas modificaciones
del estroma medular (como la inducida por dosis bajas de irradiacién) o la produccion de
vesiculas extracelulares por parte de las células mesenquimales medulares podrian
incrementar la funcién hematopoyética no sélo in vitro sino también in vivo, y por tanto

contribuir a la mejora de los resultados del trasplante hematopoyético.
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3. Objetivos






Objetivo General:

Analizar de forma multiparamétrica los efectos de las dosis bajas de irradiacion de las células
mesenquimales y los efectos de la incorporacién de vesiculas extracelulares de células
mesenquimales a las células hematopoyéticas y su potencial papel en la mejora de la funcién

hematopoyética

Objetivo 1
Estudiar los efectos de la irradiacion a bajas dosis sobre las células mesenquimales y su

impacto en la funcion hematopoyética

Objetivo 2
Analizar los efectos de la incorporacidn en las células hematopoyéticas CD34* de vesiculas
extracelulares procedentes de células mesenquimales y su impacto en la funcién

hematopoyética

Objetivo 3
Evaluar el efecto de la irradiacion previa de las MSC en la capacidad de sus vesiculas

extracelulares para modificar la funcidn hematopoyética de las células CD34*
Objetivo 4

Analizar el impacto de un incremento de la dosis de vesiculas extracelulares en sus efectos

sobre las células progenitoras hematopoyéticas
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4. Material y Métodos






1. Materiales

1.1. Células y animales

Las células empleadas para los diversos estudios, tanto in vitro como in vivo, se
obtuvieron a partir de muestras procedentes de donantes sanos. Para la obtencidn de células
CD34* se emplearon muestras de sangre periférica movilizada con G-CSF de donantes de TPH
alogénico emparentado y muestras de sangre de corddn umbilical adquiridas del Banco de
Sangre y Tejidos de Barcelona y del Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y
Leén, asi como procedentes del Servicio de Ginecologia del Hospital Universitario de
Salamanca. Las MSC se expandieron a partir de muestras de MO de donantes sanos que
habian sido evaluados dentro del programa clinico de donacién de médula ésea para la

obtencién de MSC en la Unidad de Producciéon Celular del Hospital Universitario de Salamanca.

En todos los casos, los sujetos firmaron el correspondiente consentimiento informado
y los procedimientos se llevaron a cabo con la aprobacién del Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario de Salamanca, de acuerdo a los principios éticos de la

declaracion de Helsinki.

El procesamiento de las muestras se realizd en el laboratorio de Terapia Celular y

Medicina Regenerativa en condiciones de esterilidad.

Las caracteristicas de los donantes de los que proceden las muestras de las diversas

fuentes celulares se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los donantes de las muestras empleadas

Numero Edad Sexo (H/M)
Médula dsea 70 39,5 (18-81) (42/28)
Sangre Periférica Movilizada 45 43(19-71) (30/15)
Sangre de Corddn Umbilical 33 - -

H: Hombre; M: Mujer. Edad expresada como mediana (rango).
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Para la realizacion de los estudios de xenotrasplante in vivo, se emplearon 60 ratones
hembra NOD.CB17-Prkdcs/NcrCrl (NOD SCID) de 6-7 semanas. Estos animales carecen de
linfocitos B y T maduros y de complemento hemolitico, presentando células dendriticas,

macroéfagos y células NK no funcionales.

2. Métodos

Disefio Experimental 1: Estudio del efecto de dosis bajas de irradiacion sobre
las BM-MSC

MSC Control MSC Irradiadas
'y
H P

I I I I I
Inmunofenotipo Viabilidad  Estudio  ELISA de SDF-1 Estudios de Diferenciacion
(Anexina  Gengmico

V/7AAD) T 1 |

Adipogénesis Osteogénesis Mineralizacion m
Arrays RT-PCR
-ANGPT-1 ... RT-PCR cCuantificacién o
-COL1A1 RT-PCR Tincion  _¢pp7  (Rojo de Alizarina) Alflam|ento de
THPO - CEBPA - Oil Red células CD34*
) - SPARC mediante seleccién
- CXCR4 “PPARG - Fosfatasa tivos a | lazo v inmunomagnética
- ITCA4 -RUNX2  Alcalina Cultivos a largo plazo ° g
- CD44 -ALP I_J__I e®
- cKIT
- NGF Andlisis del Capacidad de
estado de soporte de la

diferenciacion hematopoyesis
de los estromas mediante ensayos
de formacion de
colonias
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2.1. Células Estromales Mesenquimales de Médula Osea (BM-MSC)
2.1.1. Aislamiento y expansion de BM-MSC

Reactivos Necesarios:

v' Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Lonza)

Ficoll (Ficoll-Paque density 1.077g/ml, GE Healhcare BioSciences)

Medio de expansion*

Tampon Fosfato Salino (PBS) (GIBCO)

Tripsina (Trypsin-EDTA (1X) 0.05% GIBCO, Life Technologies)

Frascos de Cultivo (Corning Flask Canted Neck Nonpyrogenic Polystyrene, Corning

N NI NI NN

Incorporated)

<

Azul Tripdn (Tripan Blue Solution, Fluka, Sigma-Aldrich)

* El medio de expansion se elaboré utilizando Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (GIBCO, Life Technologies), 10% Suero Bovino Fetal (SBF) (Fetal Bovine Serum,
GIBCO, Life Technologies) y 1% Antibidtico (Penicillin (105U/ml), Streptomycin (105ug/ml,
GIBCO, Life Technologies).

Método:

Las MSC se aislaron a partir de muestras de MO obtenidas mediante puncién en la
cresta iliaca bajo sedacidon con propofol. Las muestras se recolectaron en tubos estériles

(Vacuettte Tube; Greiner bio-one) con 200ul de heparina sédica Hospira 5%.

Con el fin de evitar la presencia de coagulos, las muestras se pasaron a través de agujas
de 18G (BD Blunt Fill Needle, Beckton Dickinson) y 25G (BD Microlance 3, Beckton Dickinson). A
continuacion, se diluyeron 1:3 en medio Hanks. Las células mononucleadas (MNC) se aislaron
mediante una separacion por gradiente de densidad con Ficoll por centrifugacién durante 25
minutos a 1.600 rpm (Figura 8). Las MNC obtenidas se lavaron con medio Hanks, se contaron
en cdmara de Neubauer diluidas en Azul Tripan y se sembraron en frascos de cultivo a una
concentraciéon de 1 milldén de MNC/cm?. Las células se mantuvieron en estufa a 37°C, 90% de
humedad y 5% CO> en medio de expansion*'>, El medio de expansion se renovd dos veces
por semana, eliminando de este modo las células no adheridas. Una vez las células alcanzaron
una confluencia del 85-90%, se despegaron del frasco de cultivo mediante tripsinizacion para

sembrarlas en una superficie mayor. Para ello, se retird el medio de cultivo, se lavaron las
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células adheridas al frasco de cultivo con PBS y se anadié la tripsina que se dejé actuar durante
5 minutos, tras los cuales se neutralizd y se lavaron con medio de expansion. Las células
recogidas se sembraron de nuevo para su expansion a una concentracion de 5.000 células/cm?

en pase 1.

Se realizaron sucesivos subcultivos (o “pases”) con el fin de purificar la poblacién
mesenquimal y obtener un numero suficiente de células. En pase 3, las células se
caracterizaron siguiendo las recomendaciones de la International Society for Cellular Therapy

(ISCT)° para su posterior utilizacion hasta pase 6.

2.1.2. Irradiacion de BM-MSC

Reactivos Necesarios:

v Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Lonza)
v' Medio de expansién

Método:

Una vez expandidas las MSC hasta pase 3, se cultivaron en paralelo dos alicuotas del
mismo donante, de las cuales una se sometid a una Unica dosis de irradiacidon de 2,5 Gy

mientras que la otra se utilizé como control (Figura 8).

Dependiendo de la superficie de cultivo las MSC se irradiaron con diferentes fuentes
deirradiacion. Asilas MSC cultivadas en frascos de cultivo de 75cm? de superficie se irradiaron
en un acelerador lineal médico Clinac 2100 Varian con una Unica dosis empleando una fuente
de fotones de 6MeV liberada a una tasa de 2-3Gy/minuto. Mientras que para las MSC
cultivadas en superficies menores (placas de 35mm de didmetro) se empled un irradiador
celular con fuente de cesio 137 (GammacCell 200, Nordion International, Ottawa, Ontario, Canadd),

con una tasa de liberacién de 2-3Gy/minuto.
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Figura 8. Aislamiento y expansiéon de MSC. A: Dilucién de la muestra en Hanks. B: Separacion de las células
mononucleadas mediante gradiente de densidad con ficoll. C: Expansién de MSC. D: Irradiacion de MSC en pase
3.

Tras la irradiacidn, tanto a las alicuotas irradiadas como las alicuotas control se les
sustituyd de nuevo el medio de expansion y se mantuvieron en cultivo hasta la realizacién de

los experimentos en las condiciones anteriormente descritas.

2.1.3. Caracterizacion inmunofenotipica de BM-MSC

Tanto las MSC irradiadas como las MSC control, se caracterizaron siguiendo los
criterios de la ISCT, 3 dias después de la administraciéon de la irradiacion. Para su
caracterizacion mediante citometria de flujo, se utilizd el siguiente panel de anticuerpos

monoclonales, segun la metodologia y las cantidades especificadas en el Anexo 1.
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FITC PE PerCPCy5.5 APC

Tubo 1 CD34 CD73 CD45 CD105
Tubo 2 CD44 CD14 CD19 -
Tubo 3 CD90 CD166 HLA-DR -

Las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson
Biosciences, San Jose, CA) equipado con el software CellQuest (Becton Dickinson Biosciences, San
Jose, CA). El andlisis se llevé a cabo en el programa Infinicyt (Cytognos, Salamanca). La expresidon

de cada marcador se expresé como media de fluorescencia.

2.1.4. Estudio de la apoptosis en BM-MSC

Reactivos Necesarios:

v PBS de citémetro (BD FACSFlow™)

v’ PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, San Jose, CA)

v Anticuerpo monoclonal CD90 conjugado en FITC (Ver tabla de anticuerpos Anexo
1)

Método:

Para el andlisis de apoptosis, las células se recogieron en tubos de poliestireno (Falcon,
Corning, México), se lavaron y se marcaron con un anticuerpo monoclonal CD90 con el fin de
identificar la poblacién celular de interés. El marcaje de las muestras se realizé segln se indica
en el Anexo 1. A continuacion, las células se resuspendieron en 100ul de Binding Buffer 1Xy
se incubaron con el kit comercial de apoptosis que contiene Anexina V conjugada en PEy 7AAD

conjugado en PerCPCy5.5 a temperatura ambiente y oscuridad durante 15 minutos.
Las muestras se adquirieron en un citometro FACS Calibur y se analizaron con el

programa Infinicyt. En todos los casos se adquirieron al menos 50.000 eventos. Los datos se

expresaron como porcentajes. Se analizaron 5 muestras.
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Las células se clasificaron en los siguientes subgrupos: vivas (Anexina V-/7-AAD"), en
estado de apoptosis temprana (Anexina V*/7-AAD’), estado de apoptosis tardia (Anexina V*/7-
AAD") o muertas (Anexina V'/7-AAD").

2.1.5. Andlisis del Perfil de Expresion Génica de BM-MSC
mediante Chip Human Gene ST Arrays

Reactivos Necesarios:

v’ Super Script RNase H reverse transcriptase (Invitrogen, CA, USA)
v' WT Plus reagent kit (Affymetrix)

Método:

El RNA extraido y purificado de las MSC control e irradiadas en tercer pase (n=5), segun
se detalla en el Anexo 2, se empled para analizar el patron de expresidon génica de estas
células. Para ello, se utilizé la plataforma de Affymetrix Human Gene 2.0 ST Array. En primer
lugar se realizd la transcripcidn reversa del RNA segln la técnica descrita por van Dongen?®®,
se agregaron 100ng de RNA total a un volumen de 20ul constituido por la mezcla de
hexameros ramdom y de Super Script Rnase H reverse transcriptase. La mezcla se incubé
durante 45 minutos a 42°C, 3 minutos a 99°C y 30 minutos a 25°C. Una vez se obtuvo el cDNA,
se realizd una transcripcion para la sintesis de RNA complementario y se marcé con
fluorescencia empleando el kit WT Plus Reagent kit. Para ello, se mezclé cDNA con 10x HY
Reaction Buffer, 10x Biotin Labeled Ribonucleotides, 10x DTT, 10x RNase Inhibitor Mix y 20x

RNA Polymerase y la mezcla se incubd durante 5 horas.

A continuacidn, se procedié a la fragmentacion de 5,5ug de RNA con MgCl; vy
Fragmentation Buffer (200mM Tris-acetate pH 8,1, 500mM KOAc, 150mM MgOAc)
manteniendo la mezcla a 95°C. De ahi se obtuvieron fragmentos de RNA complementario de
entre 35 y 200 pares de bases. 5,5ug del RNA fragmentado de cada muestra, se hibridaron
sobre el GeneChip de Affimetrix durante 16 horas a 45°C con rotacién constante de 0,4g.
Seguidamente se realizd la tincidon con estreptavidina-ficoeritrina (SAPE 10mg/ml) vy

anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados (3mg/ml). Después de sucesivos lavados, los chips
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se escanearon empleando el sistema GeneChip System de Affymetrix (GeneChip Hybridization

Oven 645, GeneChip Fluidics Station 450 and GeneChip Scanner 7G).

Los datos crudos proporcionados fueron normalizados en R utilizando la técnica RMA
(Robust Multi-array Average)'®’ mediante Affymetrix Expression Console (v1.4.1.46). Se
eliminaron los efectos de agrupacién (batch effects) utilizando el algoritmo ComBat en R68,
Los dendrogramas y el escalamiento multidimensional no supervisados se realizaron con el
programa estadistico SIMFIT (v7.3.1), utilizando la distancia Euclidea como medida de
agrupacion y el promedio de grupos como criterio de agrupamiento. Las sondas con bajos
niveles de expresion (logz expresion < 6,6) se eliminaron con el fin de mejorar los resultados
del andlisis. Los cambios en la expresion génica fueron determinados mediante la técnica

estadistica SAM (v2.0)1®°, considerando como cambio significativo un g-valor menor de 0,05.

2.1.6. Andlisis de expresion génica de moléculas implicadas en
hematopoyesis en BM-MSC mediante RT-PCR

Para el estudio de la expresidn de algunos genes implicados en el mantenimiento de la
hematopoyesis mediante RT-PCR, se utilizé6 RNA extraido tres dias después de la irradiacion,
de 10 muestras de MSC control e irradiadas en tercer pase, mediante el procedimiento
detallado en el Anexo 2. Se analizaron los siguientes genes: SDF-1, ANGPT-1, COL1A1y THPO,
empleando GUSB como gen control (primers empleados y procedimiento detallados en el

Anexo 3).

2.1.7. Andlisis de SDF-1 mediante ELISA en BM-MSC

Reactivos Necesarios:

v" Human SDF-1a (CXCL12A) ELISA Kit (Thermo Scientific)
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Método:

Con el fin de cuantificar la cantidad de proteina SDF-1 liberada al sobrenadante de MSC

control e irradiadas se recogié el sobrenadante de ambas condiciones a 4, 12, 24 y 72 horas

tras la irradiacién y se procedié a analizar la cantidad de SDF-1 empleando el kit de ELISA,

siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello, se prepard la curva estandar provista

por el kit y se anadieron 100ul del sobrenadante recogido a las diferentes horas en las

diferentes condiciones por duplicado. Las muestras se incubaron con un anticuerpo biotinado,

se lavaron antes de incubar con estreptavidina-HRP y finalmente se incubaron con el substrato

de la enzima. Se midié la absorbancia de cada pocillo en un equipo UltraEvolution (TECAN) a

450 y 570nm empleando el software XFLUOR4 Versién V 4.50.

2.1.8. Andlisis de la diferenciacion de BM-MSC

Reactivos Necesarios:

v
v

AR

AV NN N NN

Medio de diferenciacién osteogénica (NH Osteodiff Medium, Miltenyi Biotec)
Medio de induccién adipogénica (Poietics™ Adipogenic Induction Medium, Lonza,
Walkersville, MD, USA)

Medio de mantenimiento adipogénico (Poietics™ Adipogenic Maintenance
Medium, Lonza, Walkersville, MD, USA)

Metanol (Miltenyi Biotec, Merck KGaA, Germany)

Tampodn fosfato salino (PBS) (GIBCO)

NBT/BCIP (4-Nitro blue tetrazolium chloride / 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
Solution, Roche Diagnostics, Germany)

Oil-Red-0 Solution (Certistain, Merck KGaA, Germany)

Isopropanol (VWR Chemicals)

Paraformaildehido (Formaldehide 4%, Carlo Erba Reagents)

Hematoxilina (Hematoxylin Solution, Sigma-Aldrich)

Rojo de Alizarina (Alizarin Red S, Certified, Sigma-Aldrich)

Acido acético (Acetic Acid 96%, Merck)

Hidréxido de Amonio (Ammonium Hydroxide volumetric standard 5 on solution in
water, Sigma, Germany)

Método:
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2.1.8.1. Diferenciacidon Osteogénica

Para el estudio de la diferenciacion de las MSC a osteoblatos, se sembraron las MSC a
una concentracién de 3,5x103 células/cm? en Nunc (SlideFlask, ThermoScientific) de 9 cm?
(estudio diferenciacion mediante tincién) o en placas (Easy Grip Tissue Culture Dish, Corning
Incorporated) de 35mm de didametro (estudio de mineralizacién mediante tinciéon y RT-PCR).
Las células se mantuvieron en medio de expansién hasta alcanzar una confluencia del 30-40%.
En este momento, unas alicuotas se irradiaron mientras que otras se mantuvieron sin irradiar
y 1 hora después, el medio de expansidon fue sustituido por medio de diferenciacién
osteogénica en una de las placas irradiadas y en una de las placas no irradiadas mientras que
en las otras placas se mantuvo el medio de expansién para ser utilizadas como control
negativo de la diferenciacion (Figura 9). El medio se renovd dos veces por semana y tras 10
dias de cultivo, las células se lavaron con PBS, se fijaron con metanol frio durante 5 minutos y
se procedid a su tincion mediante la solucion NBT/BCIP y el contraste con hematoxilina con el

fin de detectar la actividad fosfatasa alcalina.

Para el analisis de la mineralizacién (n= 10) mediante cuantificacidon de los depdsitos
de calcio, tras 21 dias de cultivo, las células se lavaron con PBS, se fijaron con metanol frio
durante 7 minutos y se procedié a su tincidon con Rojo de Alizarina. Para la cuantificacién, se
anadié acido acético al 10% sobre las células tefiidas con Rojo de Alizarina y después de 20
minutos las células se despegaron, se calentaron a 85°C y tras un enfriamiento rapido se
centrifugaron 30 minutos a 16.000g con el fin de obtener el sobrenadante celular. Por ultimo,
para neutralizar el acido, se anadié hidréxido de amonio al sobrenadante celular y se

cuantifico el color midiendo la absorbancia a 405nm en un equipo Synergy 4 (Biotec)*’°.

En el caso de las células que iban a ser utilizadas para RT-PCR (n=10), tras 21 dias de
cultivo, las células se tripsinizaron y se mantuvieron en Trizol para continuar con el protocolo
segun se describe en el Anexo 2. Se analizaron los siguientes genes: RUNX2, ALP (Fosfatasa
Alcalina), SPP1 y SPARC empleando GUSB como gen control (primers y procedimiento

detallados en el Anexo 3).
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2.1.8.2. Diferenciacion Adipocitica

Para el estudio de la diferenciacién de las MSC a adipocitos, las MSC se sembraron a
una concentracion de 22,5x103 células/cm? en Nunc de 9cm? (para tincidn) o en pocillos de
35mm de didmetro (para RT-PCR). Las células se cultivaron en DMEM hasta alcanzar una
confluencia del 80%. En este momento, al igual que se hizo con las MSC inducidas a
diferenciacién osteogénica, dos alicuotas se irradiaron mientras que las otras dos se
mantuvieron sin irradiar y 1 hora tras la irradiacién, el DMEM se sustituyé por el medio de
induccion adipogénica o por nuevo DMEM (control negativo de diferenciacion) (Figura 9). El
medio se renovd dos veces por semana alternando medio de induccidn y medio de
mantenimiento adipogénico, empezando por el medio de induccién y finalizando el dia 21 con
medio de mantenimiento. En este momento las células se lavaron y se fijaron con
paraformaldehido durante 35-40 minutos. Posteriormente se tifieron con solucién Qil-Red

para determinar la presencia de vacuolas lipidica (n=7).

Las células que se iban a emplear para estudios de RT-PCR (n=10), se resuspendieron
en Trizol tras los 21 dias del proceso de diferenciacidon y se extrajo el RNA segun se detalla en
el Anexo 2. Se analizaron los genes Enhancer Binding Protein Alpha (CEBPA) y Peroxisome
Proliferator Activated Receptor Gamma (PPARG) empleando GUSB como gen control (primers

y procedimiento detallados en el Anexo 3).
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Diferenciacién Adipogénica: 22,5x103 MSC/cm? Irradiacién
= 5
* NO
R 5
5 Expansion hasta confluencia:
- 30-40% Diferenciacion
"%. = osteogénica = 1h >
- 80% Diferenciacién NO
adipogénica
M sl
S NO
*\:'-':: :'_-':a Sl
o -'_:: ::_:':j NO

Medio Diferenciacion

Medio Diferenciacion

Medio Expansion

Maedio Expansion

Medio Diferenciacion

Medio Diferenciacion

Medio Expansion

Medio Expansion

Tincién
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Figura 9. Esquema de los estudios de inducciéon de la diferenciacién en MSC. Procedimiento seguido para
estudiar la capacidad de diferenciacién adipocitica y osteoblastica de las MSC mediante tincién, RT-PCR vy

mineralizacidn.

2.1.9. Andlisis de la capacidad de soporte de la hematopoyesis de
las BM-MSC mediante Cultivos a Largo Plazo

Reactivos Necesarios:

v

v
v
v

Medio de expansién (detallado en 2.1.1 Aislamiento y expansiéon de BM-MSC)
Medio de cultivo a largo plazo (MCLP)*
Metilcelulosa (StemMACS ™ HSC-CFU complete w/o Epo, Miltenyi Biotec)
Azul Tripdan (Tripan Blue Solution, Fluka, Sigma-Aldrich)

* El MCLP se elabord utilizando IMDM (Iscove’s Modified Dublecco’s Medium, Gibco,
Invitrogen Corporation), Suero de Caballo (Lab Clinics), Suero Bovino Fetal (Fetal Bovine
Serum, GIBCO, Life Technologies), Hidrocortisona (Sigma-Aldrich) y antibiotico (Penicillin
(105U/ml) Streptomycin (105ug/ml, GIBCO, Life Technologies). El IMDM a una osmolaridad
de 350mOsm/I se suplementd con un 10% de suero bovino fetal, un 10% de suero de
caballo, un 1% de antibidtico y un 1% de hidrocortisona 5x10°M. Una vez preparado
se paso a través de filtros de 20uM para eliminar agregados.
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Método:

Para establecer los cultivos a largo plazo, se sembraron 150.000 MSC en placas de
35mm de didmetro y se mantuvieron en estufa a 37°C, 90% de humedad y 5% CO, con medio
de expansidon hasta alcanzar una confluencia del 85-90%. En este momento, una de las
alicuotas se irradié mientras que la otra se mantuvo sin irradiar (como control). Pasada una
hora tras la irradiacidn, el medio de expansion se sustituyé por MCLP en las dos alicuotas. Las
MSC se mantuvieron una semana en este medio con el fin de inducir su diferenciacién a

estroma y asi formar in vitro un estroma de MO a partir de MSC.

Una vez creado el estroma, con el fin de analizar qué estroma era capaz de mantener
mejor la hematopoyesis, se afiadieron al cultivo 300.000 células CD34* aisladas a partir de
sangre periférica movilizada como se detalla en el apartado 2.2.1. Este cultivo se mantuvo
durante 5 semanas y durante este periodo se evalué semanalmente el nimero de adipocitos
presentes en el estroma, la confluencia del estroma y la presencia de areas de Cobblestone.
Ademas, semanalmente la mitad del medio se sustituyd por MCLP fresco, recogiendo de este
modo la mitad de las células CD34* (Figura 10). Con estas células hematopoyéticas del cultivo
se estudid, mediante un ensayo clonogénico, su capacidad para formar colonias CFU-GM. Para
ello, 2.500 células CD34* de las aisladas semanalmente en el medio retirado del cultivo a largo
plazo, se sembraron en 1ml de medio semi-sélido de metilcelulosa divido en dos pocillos de
placas de 24 pocillos (Costar, Corning). Después de 14 dias de incubacién a 37°C, 90% de
humedad y 5% de CO>, se realizo el recuento de colonias en un microscopio de luz invertida
Olympus BX41 (Olympus)', El nimero de colonias se extrapolé al niumero de células totales

presentes en el cultivo. Para llevar a cabo este estudio, se analizaron 8 muestras.
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Figura 10. Esquema de cultivos a largo plazo. Disefio para estudiar la capacidad de mantenimiento de la
hematopoyesis por parte de MSC control y MSC irradiadas mediante ensayos clonogénicos.

Ademas, se analizo el grado de diferenciacion de los estromas. Para ello, se contaron
los adipocitos formados en cada uno de los estromas semanalmente (n= 5), se realizaron
estudios de RT- PCR de genes implicados en adipogénesis (CEBPA y PPARG), en osteogénesis
(RUNX2 y ALP) y mineralizacién (SPP1) para lo cual los estromas se recogieron en Trizol en la
semana 5 del cultivo y se prosiguid con los protocolos detallados en los Anexos 2y 3 (n= 3).
Ademas, se estudio el grado de mineralizacién (n= 6) de estos estromas en las semanas 3y 5

segun el procedimiento detallado en el apartado 2.1.8.1.
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Diseino Experimental 2: Estudio del efecto de la incorporacion de vesiculas
extracelulares aisladas a partir de BM-MSC en células CD34*

Aislamiento de células CD34*
mediante seleccion
] inmunomagnética

- Nanosight

- Microscopia eletrénica

Vesiculas
@ Extracelulares — - Citometria de Flujo
®  de MSC (MSC- - Western blot
VE)

- Array de micro-RNAs

Y @J @J
Células CD34* Células CD34*
control

Células CD34*
+ MSC-VE

ecece

Células CD34* que han
incorporado MSC-VE

In Vitro

In Vivo

Células CD34" tras la incorporacién de MSC-VE

Anadlisis de la Incorporacién mediante Microscopia Confocal
y CMF

Arrays de Expresion Génica

Andlisis de la expresion de micro-RNAs mediante RT-PCR
(150, 155, 181a, 17, 363, 494, let7g)

Viabilidad (Anexina V/7AAD)
Activacion de Caspasas (Caspasa 3/7 y Caspasa 9)
Ciclo Celular

Anilisis de la expresion de genes mediante RT-PCR, Wb y
CMF (SDF-1, COL1A1, CD44, CXCR4, ITGA-4 y cKIT)

Andlisis de la fosforilacion de STAT 5
Capacidad Clonogénica

Capacidad de Injerto en Ratones NOD/SCID

2.2. Aislamiento y Caracterizacion de células CD34"*

2.2.1. Aislamiento y Caracterizacion de células CD34* aisladas a
partir de sangre periférica movilizada

Reactivos Necesarios:

v’ Suero Fisioldgico (Solucién Salina Fisiolégica Grifols 0.9%)

ASRNENEN

Cloruro de amonio (Ammonium Chloride VWR Prolabo)

Running Buffer (AutoMACS Running Buffer, Miltenyi Biotec)

Washing Solution (AutoMACS Washing Solution, Miltenyi Biotec)

Kit Microbolas CD34 (CD34 MicroBead Kit human, Miltenyi Biotec): CD34

MicroBeads + FcR Blocking Reagent human

<
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Método:

Los progenitores hematopoyéticos se aislaron a partir de muestras de SP movilizada.
La movilizacion de HSC a SP se llevd a cabo mediante la administracion de factores
estimuladores de colonias granulociticas (G-CSF) durante al menos 4 dias a dosis de
5ug/kg/12h. El dia 5 comenzé el proceso de leucaféresis y se realizé en el equipo Cobe Spectra
™ (Lakewood, Colorado, versién 7.7). Las muestras se recogieron en tubos estériles (Vacuettte

Tube; Greiner bio-one) con 200l de heparina sédica Hospira 5%.

Las muestras con el concentrado celular se diluyeron 1:10 en suero fisioldgico, se
lavaron y se pasaron por filtros de 40 uM (Cell Strainer 40 uM Nylon, Falcon A Corning Brand) para
eliminar restos o coagulos. A continuacidn, se lisaron con cloruro de amonio 1x durante 20min
en frio para eliminar hematies. Una vez lisada la muestra, se procedioé al contaje celular en
camara de Neubauer diluyendo las células en azul tripan y a su preparacion para la seleccién
inmunomagnética de células CD34" en el equipo AutoMACS (Miltenyi Biotec) (Figura 11). Para
ello, las células se incubaron con el kit de microbolas CD34, se lavaron y se procesaron en el
AutoMACS con el programa posseld que pasa las células por dos columnas magnéticas
obteniendo como producto final la fraccién de células CD34* eluida en 500ul de Running

Buffer.

Una vez aisladas las células CD34*, se determind su pureza mediante citometria de
flujo. Para ello, las células se incubaron con anticuerpo monoclonal CD34 FITC/7AAD segun se
detalla en el Anexo 1y se adquirieron en un citdmetro de flujo FACSCalibur equipado con el

software CellQuest. El analisis se llevd a cabo en el programa Infinicyt.

Estas células se emplearon para los cultivos a largo plazo en el estudio del efecto de
dosis bajas de irradiacion sobre las BM-MSC y para los experimentos in vitro realizados en el
estudio del efecto de la incorporacidn de vesiculas extracelulares aisladas a partir de BM-MSC

y de BM-MSC irradiadas en células CD34".
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2.2.2. Aislamiento y Caracterizacion de células CD34* aisladas a
partir de cordon Umbilical

Reactivos Necesarios:

v’ Suero Fisioldgico (Solucién Salina Fisioldgica Grifols 0.9%)

Ficoll (Ficoll-Paque density 1.077g/ml, GE Healhcare BioSciences)

Running Buffer (AutoMACS Running Buffer, Miltenyi Biotec)

Washing Solution (AutoMACS Washing Solution, Miltenyi Biotec)

Kit Microbolas CD34 (CD34 MicroBead Kit human, Miltenyi Biotec): CD34
MicroBeads + FcR Blocking Reagent human

Turk*

AN NI NERN

<

* Turk: se elaboré siempre de 100 en 100 ml, afladiendo 1 ml de Acido acético (Merck)
y dos gotas de Azul de metileno (Merck) a agua estéril.

Método:

Los progenitores hematopoyéticos se aislaron a partir de muestras de cordén umbilical
humano provenientes del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona, del Centro de Hemoterapia
y Hemodonaciéon de Castilla y Ledn y del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital
Universitario de Salamanca. Las muestras se diluyeron 1:2 en suero fisioldgico y se procedié
al aislamiento de las MNC mediante una separacion por gradiente de densidad con ficoll,
centrifugando durante 25 minutos a 1.600 rpm. Las MNC obtenidas, se lavaron con suero
fisioldgico, se contaron en una cdmara de Neubauer, diluidas en Turk y se marcaron con
microbolas inmunomagnéticas CD34* para su separacion en un equipo AutoMACS con el
programa posseld2 que pasa las células por dos columnas magnéticas obteniendo como

producto final la fraccion de células CD34* (Figura 11).

Una vez aisladas las células CD34*, se determind su pureza y viabilidad mediante

citometria de flujo incubando las células con los anticuerpos CD34FITC/7AAD.
Estas células se emplearon para los experimentos in vivo realizados en el estudio del

efecto de la incorporacién de vesiculas extracelulares aisladas a partir de BM-MSC y de BM-

MSC irradiadas en células CD34* y para todos los experimentos realizados en el estudio del
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efecto de la dosis de vesiculas extracelulares procedentes de BM-MSC incorporadas en las

células CD34".
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Figura 11. Aislamiento de células CD34* mediante AutoMACS. A: Adicion a la muestra de anticuerpos anti-CD34
unidos a microbolas magnéticas. B: Unidn de los anticuerpos a células CD34*. C: Adhesion de las células CD34* a
las columnas magnéticas. D: Elucion de las células CD34. E: Elucion de las células CD34".

2.3. Vesiculas Extracelulares (VE)

2.3.1. Aislamiento de VE de BM-MSC

Reactivos Necesarios:

v" RPMI (RPMI medium, Gibco)

Tampdn fosfato salino (PBS) (Gibco)

DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma)

Exoquick (Exoquick-TC™ Exosome Precipitation Solution, System Biosciences, Palo

Alto, CA)
Suero Fisioldgico (Solucién Salina Fisioldgica Grifols 0.9%)

ASRNRN

<

Método:

Para el aislamiento de VE (Figura 12), las MSC se expandieron en frascos de cultivo
hasta tener un nimero suficiente de células (empleando MSC desde pase 3 hasta pase 6).
Cuando presentaron una confluencia de 50-60%, las células se irradiaron y dos dias después
de la irradiacion, tanto las alicuotas de MSC irradiadas como las no irradiadas fueron

deprivadas de suero bovino fetal con el fin de estimular una mayor liberacién de vesiculas
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extracelulares al sobrenadante. Para ello, se retird el medio de expansion (suplementado con
SBF) de las células, se lavaron con PBS, y se mantuvieron durante la noche en RPMI +1%
antibidtico. A la mafiana siguiente, se recogié el sobrenadante de las MSC, y se centrifugd 20
minutos a 3.000g para eliminar posibles restos celulares. Las VE fueron aisladas mediante
ultracentrifugacion, basdndonos en el protocolo establecido por Thery et al*’%. Para ello, los
sobrenadantes se centrifugaron 70 minutos a 100.000g a 4°C en tubos de policarbonato
(Centrifuge bottles polycarbonate, Beckman Coulter) en una ultracentrifuga (Beckman Coulter
Optimal-90K, Fullerton, CA, USA) empleando un rotor de angulo de 70ti. En la mayoria de los
casos el botdn (“pellet”), que contenia las VE, se resuspendid en 150ul de RPMI suplementado
con 1% Dimetil Sulféxido (DMSO) y se congelé a -80°C hasta su posterior utilizacion en los
diversos experimentos. Sin embargo, en algunos casos el pellet se resuspendié en otros

medios, los cuales se indicaran en el apartado correspondiente.

Ultracentrifugacion ExoQuick
Sobrenadante del cultivo Sobrenadante del cultivo
300g 10 min 300g 10 min
l Para eliminar restos l Para eliminar restos
celulares celulares
3000g 15 min 3000g 15 min
l Para eliminar restos - o l Para eliminar restos
celulares y debris | = celulares y debris
100.000g 70 min 42C = ExoQuick (15h)
Lavado con
PBS
100.000g 70 min 42C 1.500g 30 min
Recogida de vesiculas Recogida de vesiculas

Figura 12. Esquema de aislamiento de VE de MSC. Aislamiento mediante ultracentrifugaciéon y mediante el kit
comercial ExoQuick.

Para los estudios de expresién génica, el sobrenadante centrifugado se precipitod
empleando un kit comercial, Exoquick, con el fin de obtener mas VE a partir del mismo
volumen de sobrenadante. Las VE del sobrenadante de las MSC fueron aisladas segun las
instrucciones del fabricante y se recogieron en Trizol para la posterior extraccion de RNA

detallada en el Anexo 2.
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2.3.2. Caracterizacion de VE

2.3.2.1. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

El analisis de la cantidad de particulas/ml y de la distribucién de tamafios de estas
particulas se realizé mediante NTA empleando un equipo Nanosight (Nanosight LM10
instrument, Nanosight Ltd., UK) equipado con una camara sCMOS y con el software de analisis
NTA 3.1. Para ello, tras ultracentrifugar las muestras, el pellet de VE se resuspendié en 1ml de
suero fisiolégico doblemente filtrado. Las muestras fueron diluidas 1:100 antes de su
adquisicidon debido a la alta concentracion de particulas. Las condiciones de adquisicidon fueron
de 23,4 -23,6°Cy una viscosidad de 0,918 — 0,923 cP. Se recogieron 25 imagenes por segundo
(FPS) por triplicado durante 60 segundos en cada muestray el umbral (threshold) se establecié
en 5. Los resultados se expresaron como la media de los 3 triplicados y su desviacidn estandar.
Las mediciones y analisis de Nanosight se llevaron a cabo por el Servicio Cientifico-Técnico

“Soft Materials” del Instituto de Ciéncia de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC).

2.3.2.2. Microscopio Electrénico de Transmision (MET)

Para el analisis de las VE mediante microscopia electrénica, una vez ultracentrifugadas
las muestras y tras haber sido lavadas con PBS doblemente filtrado, el pellet con las VE se
resuspendido en 50ul de PBS. A continuacion, se fijaron en paraformaldehido al 2%, se
extendieron en rejillas recubiertas de carbono (Formvar/carbon coated EM grids) y se volvieron
a fijar en 1% de glutaraldehido. Las muestras fueron contrastadas con una soluciéon de
uraniloxalato y fotografiadas en un microscopio electrénico (FEITecnai G2, Spirit Biotwin)
equipado con una cdmara digital (Morada, Soft Imaging System, Olympus). Este trabajo se realiz

en el Servicio de Microscopia de la Universidad Auténoma de Madrid.
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2.3.2.3. Citometria de Flujo (CMF)

Reactivos Necesarios:

v' SPHERO™ Rainbow Calibration (Rainbow Calibration, eight peaks-Spherotech, Inc.
Lake Forest, USA)

BD™ CompBeads (BD Biosciences, San José, CA, USA).

Agua purificada (Grifols)

PBS de citémetro (BD FACSFlow™)

Mix de bolas fluorescents de 1 um: Mix of fluorescent beads based on 1 um
monodisperse polystyrene (Sigma-Aldrich)

Microesferas de 6-6.4 um: PerfectCount Microspheres (Cytognos, Salamanca,
Spain)

AN NI NI
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Método:

La caracterizacion inmunofenotipica de las VE se realizé6 mediante CMF. Para ello, tras
ultracentrifugar las muestras, el pellet que contenia las VE se lavé con PBS doblemente filtrado
(a través de filtros de 0.2um, Millipore) y se sometié a una segunda ultracentrifugacién en las
mismas condiciones. El pellet obtenido se resuspendié en PBS doblemente filtrado y se dividio
en 2 tubos que se incubaron con anticuerpos monoclonales caracteristicos de MSC (CD90,
CD44, CD73), de células hematopoyéticas (CD34, CD45) y anticuerpos monoclonales

especificos de VE (CD81, CD63) siguiendo el siguiente panel de anticuerpos (especificados en

Anexo 1):
FITC PE PerCPCy5.5 APC APCH7 CIAN V500
Tubo 1 CDo0 CcDhe3 CD34 CDh4a4 Cbh81 CD45
Tubo 2 CD9o0 CD73 CD34 CDh44 Cbh81 CDA45

Se incluyd un tubo control, sin marcaje con anticuerpos monoclonales, para corregir la

auto-fluorescencia de las VE.

Las muestras se adquirieron en un citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences San

Jose, CA) equipado con el software FACSDiva 6.1 software (BD Biosciences). Previo a la
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adquisicion de las VE, el citdmetro se calibré mediante SPHERO™ Rainbow Calibration y se
compensd con BD™ CompBeads. Ademas, el citdmetro se lavd meticulosamente durante
varios minutos con agua purificada con el fin de eliminar el ruido de fondo y no se procedié a
la adquisicién de las muestras hasta que el nimero de eventos adquiridos con PBS
doblemente filtrado y con un umbral (threshold) de 300-350 fue menor a 50 eventos/segundo.
En primer lugar, se adquirié PBS doblemente filtrado con la mezcla de bolas fluorescentes de
1 um y microesferas PerfectCount. Las bolas fluorescentes se afiadieron a todas las muestras
y se emplearon en todo momento como marcador de tamafio. En todos los casos se adquirié

un minimo de 10° eventos. Los datos se analizaron con el software Infinicyt y la expresién de

cada marcador se expresé como media de fluorescencial’?.

2.3.2.4. Western blot (Wb)

Reactivos Necesarios:

v Solucién de lisis*

Tapon de carga*

Acrilamida: 30% Acrilamide/Bis Solution (Bio-Rad Laboratories, China)

Running buffer: 10x Tris/Glicine/ Dodecil Sulfato Sdédico (SDS) Buffer for

SDS.PAGE applications (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

Marcador de peso molecular: Precision Plus Protein Kaleidoscope (Bio-Rad, USA)

Leche: Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, USA)

v' Kit de transferencia: iBlot Gel Transfer Stacks PVDF, Regular (Novex Life
Technologies, Israel)

v Anticuerpo monoclonal de conejo anti-CD63 humano (System Biosciences)

Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo HRP (System Biosciences)

v Solucién de revelado (Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad Laboratories, USA)

ASRNEN
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* Solucién de lisis: Se preparé con los componentes del kit RIPA Lysis Buffer system
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) al que se afiadié un 1% PMSF, un 2% de
inhibidor de proteasas (Protease inhibitor cocktail) y ortovanadato (sodium
orthovanadate).

*Tampon de carga: Se preparé mezclando 8% SDS, 0.05% azul de bromofenol, 40%
glicerol y 2% B-mercaptoetanol en Tris H-CI 200mM de pH 6.8.

62



Método:

Extraccion de proteinas: Para su caracterizacion mediante Western blot, las VE
obtenidas mediante ultracentrifugacion, se lavaron con PBS y el pellet obtenido se
resuspendié directamente en solucién de lisis que se incubd en hielo durante 30 minutos.
Seguidamente, se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 13.000 rpm a 4°C en una

microcentrifuga refrigerada para eliminar los elementos no solubles.

Electroforesis y transferencia: A los extractos de proteinas resuspendidos en solucién
de lisis se les afiadio un volumen igual de tampdn de carga y se sometieron a una temperatura
de 100°C durante 5 minutos para su desnaturalizacion. Una vez desnaturalizadas, las muestras
se cargaron en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 12% preparados segun describié
Laemmli'’? y se realizd la electroforesis de las muestras aplicando un voltaje de 100-120V.
Para llevar a cabo la electroforesis se emplearon cubetas verticales de tipo Strudier (Bio-Rad,
Hercules, CA). A continuacion, se realizé la transferencia de proteinas del gel a una membrana
de PVDF. Para ello, se realizé una trasferencia seca utilizando el kit de transferencia que
incluye la membrana de PVDF y el aparato iBlot® Dry Blotting System (Thermo Fisher Scientific,

Invitrogen) durante 7 minutos a 20-25V.

Bloqueo de la membrana e incubacion con anticuerpos: Las membranas se incubaron
durante 1 hora con leche al 5% a temperatura ambiente con el fin de bloquear la unién
inespecifica de anticuerpos y, a continuacidn, se incubaron con el anticuerpo primario anti-
CD63 humano a una dilucién 1:1000 a 4°C durante la noche. Tras varios lavados, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con HRP a una dilucién
1:20000 durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de sucesivos lavados se procedid
a la visualizacién de las bandas sobre peliculas Fujifilm empleando las soluciones de revelado

segln recomendacion del fabricante.

Reactivos Necesarios:
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v' Megaplex™ RT Primers, 10x (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

v' TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)*

v' TagMan PreAmp Master Mix, 2x (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

v' Megaplex™ PreAmp Primers, 10x (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

v' TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG, 2x (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

* TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit contiene: dNTPs with dTTP 100mM,
MultiScribe Reverse Transcriptase 50U/ul, 10x RT Buffer, MgCl, 25mM, RNase Inhibitor
20U/ul.

Método:

Con el fin de estudiar el contenido en micro-RNAs de las VE procedentes de MSC
control y de MSC irradiadas, las VE obtenidas mediante el kit comercial Exoquick se
resuspendieron en Trizol y se extrajo el RNA como se detalla en el Anexo 2. Para el estudio, se
emplearon 10 parejas de VE. En primer lugar, se hizo la transcripcién reversa de 350ng de RNA
total empleando el kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit y los primers Megaplex™
RT Primers 10x y, a continuacién, se amplificé el cDNA obtenido utilizando TagMan PreAmp
Master Mix, 2x y Megaplex™ PreAmp Primers 10x, ambos procesos se llevaron a cabo en el
equipo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Finalmente, el producto de esta
reaccion se mezclé con TagMan Universal PCR Master Mix y se cargd en tarjetas Microfluidic
cards (TagMan® MicroRNA Array A, Applied Biosystems). Estas tarjetas contienen 384 pocillos que
permiten la cuantificacion precisa de 378 micro-RNAs humanos y tres controles enddgenos
(RNU44, RNU48 y 4 réplicas de RNU6B) empleados para la normalizacidn de los datos. Las PCR
se llevaron a cabo en un 7900 HT Fast Real-time PCR sequence detection system (Applied
Biosystems). Las reacciones se incubaron a 94,5°C durante 10 minutos, seguidos de 50 ciclos

de 30 segundos a 97°Cy 1 minuto a 59,7°C.

Los valores de Ct para cada micro-RNA fueron extraidos utilizando el programa
DataAssist v3.01. El proceso de normalizacién de los Ct se llevd a cabo mediante la sustraccién
de la media geométrica de los controles RNU48 y el snRNA U6 a cada valor de Ct de cada

micro-RNA en cada muestra. El nuevo valor de expresiéon obtenido tras este proceso de
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normalizacion es conocido como deltaCt (ACt), y serd el valor que se utilice para los siguientes

pasos del proceso de andlisis.

Se procedié al andlisis no supervisado mediante dendrogramas jerarquicos y técnicas
de escalado multidimensional utilizando como medida de la distancia la distancia Euclidea y
como técnica de agrupamiento el promedio de grupos en el paquete estadistico SIMFIT
(v.7.4.3). Los micro-RNAs diferencialmente expresados en VE procedentes de células
irradiadas respecto a no irradiadas fueron identificados mediante el algoritmo SAM en su
versién pareada, utilizando el paquete SAMR (v.2.0) en R (v.3.4.1). Se consideraron como
estadisticamente significativos aquellos micro-RNAs cuyo g-valor fuese inferior a 0,01.
Finalmente, se procedié a la representacion de los valores de expresion de los micro-RNAs
que fueron considerados como estadisticamente significativos mediante mapas de calor

utilizando el paquete g-plots (v.3.0.3) en R.

Ademas, se calcularon los Fold Change de las diferentes muestras. Para ello, se
calcularon los AC: de cada muestra normalizandolas con el gen control, a continuacion se
calculé la media de AC: de las muestras irradiadas y la media de los AC: de las muestras no

irradiadas y mediante la resta de ambas se obtuvo el AAC::

Act irradiadas - Act no irradiadas = AACt

El Fold change para cada muestra se expresé como 2744,

2.4. Incorporacion de VE a células CD34*

Reactivos Necesarios:

v" RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium, Gibco)
v Suero Bovino Fetal (SBF) (Fetal Bovine Serum, GIBCO, Life Technologies)
v Antibiético (Penicillin (105U/ml) Streptomycin (105ug/ml, GIBCO, Life Technologies)
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Fluorescent Dye Vybrant Dil Cell Labelling Solution (Molecular Probes, life
Technology, NY, USA)

v' Tampon fosfato salino (PBS) (GIBCO)

v Suero de bloqueo*

v Anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD45 humano (Biolegend, San Diego, CA)

v Anticuerpo secundario de cabra anti-raton Alexa Fluor-488 (Invitrogen, Paisley,
UK)

v' DAPI

v" Medio de montaje: Vectashield H-1000 medium (Vector Laboratories, Inc.

Burlingame, CA)

*Suero de bloqueo: Se prepard disolviendo en PBS un 5% de albumina de suero bovino
(BSA) (Sigma-Aldrich, Germany), un 5% de suero normal de cabra y un 0.2% de Tritén X-
100.

Método:

Con el objetivo de comprobar esta incorporacion, las VE se tifieron con la solucién
fluorescente Dye Vybrant Dil. Para ello, la solucién se afiadio al pellet de VE aislado mediante
ultracentrifugaciéon y se procedid a una segunda ultracentrifugacion en las mismas
condiciones. Por ultimo, las VE se lavaron con una tercera ultracentrifugacién con el fin de
eliminar el exceso de colorante'>>. Como control negativo de incorporacion, se afiadié ademas
un tubo de ultracentrifuga que contenia Unicamente PBS con el colorante y que se procesé en
las mismas condiciones que los tubos que contenian VE y se cultivd en las mismas condiciones

con las células CD34".

En los experimentos referentes al estudio del efecto de la irradiacion previa de las MSC
en la capacidad de sus VE en la mejora de la funcién hematopoyética, las células progenitoras
hematopoyéticas CD34*, se co-cultivaron estableciendo los siguientes grupos

experimentales:

Grupo 1: Células CD34* solas
Grupo 2: Células CD34* con VE liberadas por MSC control

Grupo 3: Células CD34* con VE liberadas por MSC irradiadas
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En la mayoria de los estudios se co-cultivaron 1-1,5x10° células CD34* aisladas a partir
de sangre periférica movilizada con las VE procedentes de 3x106 MSC (6 flask de 75cm? al 60%
de confluencia). Sin embargo, en los experimentos de trasplante en ratones o los estudios de
Western Blot (WES Simple) fueron necesarias cantidades mayores de células y de VE
(detallado en los apartados correspondientes). Ademds, mientras que para los experimentos
in vitro las células CD34* se aislaron a partir de SP movilizada con G-CSF, para los experimentos
in vivo las células CD34" se aislaron a partir de sangre de corddn umbilical. Los co-cultivos se
mantuvieron durante 24 horas en 500ul de medio RPMI suplementado con 10% SBF y 1% de

antibiotico en placas de 24 pocillos (Costar, Corning Incorporated) (Figura 13).

En los experimentos referentes al estudio del efecto de la dosis de MSC-VE
incorporadas a las células hematopoyéticas en su capacidad de mejora de la funcion
hematopoyética, se realizé el mismo tipo de procedimiento que el anteriormente descrito

pero estableciéndose, en este caso, los siguientes 3 grupos experimentales (Figura 13):

Grupo 1: Células CD34* solas
Grupo 2: Células CD34* con VE liberadas por 3x108MSC

Grupo 3: Células CD34* con VE liberadas por 9x108MSC

En este caso, todos los experimentos se realizaron con células CD34* aisladas a partir de sangre

de corddn umbilical.
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Figura 13. Esquema de co-cultivo de células CD34* con MSC-VE. Esquema representativo de los diferentes
grupos establecidos para el co-cultivo de células CD34* con diferentes tipos de VE.

La incorporacidn de las VE liberadas por las MSC en las células CD34* fue analizada

tanto por CMF como por microscopia confocal.

Evaluacion mediante Citometria de Flujo de la Incorporacion de VE

Tras 24 horas de co-cultivo en las diferentes condiciones, las células CD34* se
recogieron, se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo monoclonal CD34-FITC (segun
se detalla en Anexo 1). Posteriormente, las muestras se adquirieron en un citometro de flujo
FACSCalibur equipado con el software CellQuest. El analisis se llevé a cabo en el programa

Flow JO (Oregon, USA). La solucién fluorescente Dye Vybrant Dil con la que se habian marcado
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las VE, emite sefial en el fluorocromo PE. En todos los casos se adquirié un minimo de 5x10*
eventos. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células positivas para la solucién

Dye Vybrant Dil. Este analisis se realizé en 13 muestras.

Evaluacion mediante microscopia confocal de la incorporacion de VE

Una vez cultivadas las células CD34"* en las diferentes condiciones durante 24 horas, se
recogieron, se lavaron con PBS y se fijaron en Carnoy. Posteriormente, las muestras se
extendieron en portas y se incubaron con suero de bloqueo durante 1 hora en agitacion a
temperatura ambiente con el fin de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos. Tras varios
lavados, se afiadid el anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD45 humano a una dilucién 1:20
durante la noche a 4°C. A la mafiana siguiente se lavaron los portas y se incubaron con el
anticuerpo secundario a una dilucién 1:5000 durante 90 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, los nucleos celulares se contrastaron con DAPI durante 4 minutos y se montaron
los portas con medio de montaje acuoso Vectashield que preserva las muestras y favorece la
visién de la fluorescencia. Finalmente, las preparaciones se observaron en un microscopio
confocal TCS SP5 Confocal Laser Scanning Microscope (Leica Microsystems GMbH, Wetzlar,

Germany) equipado con el programa LAS AF acquisition program (version 2.6.0.7266).

El resto de los estudios se realizaron con VE no tenidas con la solucion fluorescente

dye Vybrant dil:

2.4.1. Andlisis del Perfil de Expresion Génica de células CD34*
mediante Chip Human Gene ST Arrays

Reactivos Necesarios:

v’ Super Script RNase H reverse transcriptase (Invitrogen, CA, USA)
v' WT Plus reagent kit (Affymetrix)
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Método:

El RNA extraido y purificado (como se detalla en el Anexo 2) de células CD34* co-
cultivadas en las tres condiciones (solas, con VE liberadas por MSC control, con VE liberadas
por MSC irradiadas) (n=5), se empled para analizar el patrén de expresién génica de estas
células. Para ello, se realizé el mismo tipo de procedimiento que el anteriormente descrito en

los arrays de expresion génica de BM-MSC (apartado 2.1.5)

De igual manera, los cambios en la expresién génica se determinaron mediante la
técnica estadistica SAM (v2.0)!°, considerando como cambio significativo un g-valor menor

de 0,05. El anélisis funcional de estos genes se llevd a cabo con la aplicacién Webgestalt!’4.

2.4.2. Andlisis de expresion de micro-RNAs en células CD34*
mediante RT-PCR

Reactivos Necesarios:

v' Tagman MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)*

v’ FAST Universal PCR Master Mix

v Primers especificos: TagMan miRNAs Expression Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA), detallados en el Anexo 3.

* High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit contiene: dNTPs with dTTP 100mM,
MultiScribe Reverse Transcriptase 50U/ul, 10x RT Buffer, RNase Inhibitor 20U/pl.

Método:

Para el estudio de expresion de micro-RNAs mediante RT-PCR se utilizd RNA extraido
de células CD34* co-cultivadas previamente con o sin VE. En primer lugar, se prepararon 3,3
ng de RNA en 100 pl de agua. Se hizo la transcripcidon reversa empleando el kit Tagman
MicroRNA Reverse Transcription Kit. La reaccién se incubdé en un termociclador en las

siguientes condiciones: 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°Cy 5 minutos a 85°C.
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Para analizar la expresion de los micro-RNAs de interés, se llevaron a cabo reacciones
de RT-PCR en placas MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode (Applied
Biosystems). Para ello, se afiadieron 2ul del cDNA obtenido en el paso anterior a un volumen
de 8ul de Master Mix compueta por 5ul de FAST Universal PCR Master Mix, 2,5ul de agua
destilada y 0,5ul del primer TM llegando a un volumen final de 10ul que se incubé en el
termociclador Step One Plus Real-Time PCR System en las siguientes condiciones: 15 segundos

a 95°C y 50 ciclos de 1 segundo a 95°C - 20 segundos a 60°C.

Tabla 2. Primers empleados para el estudio de micro-RNAs mediante RT-PCR.

Micro-RNAs ID
hsa-miR-150 TM 000473
RT000473
hsa-miR-155 TM 002623
RT 002623
hsa-miR-181a TM 000480
RT 000480
Hsa-miR-17 TM 002308
RT 002308
Hsa-miR-363 TM 001271
RT 001271
Hsa-miR-494 TM 002365
RT 002365
Hsa-miR-Let7g TM 002282
RT 002282
U6 snRNA TM001973
RT001973

El U6 snRNA se empled como micro-RNA control para analizar la calidad del RNA 'y
normalizar la expresion de los micro-RNA en estudio. El ciclo en el cual la reaccion superaba
el umbral determinado (Ct) ayudd a cuantificar la expresidon del micro-RNA de estudio con
respecto al micro-RNA control. La cuantificacién relativa se calculé como 272 siguiendo la

siguiente formula:

AC: = Cimicro-RNA - C; Control
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2.4.3. Estudio de la Apoptosis en células CD34*

Reactivos Necesarios:

v' PBS de citémetro (BD FACSFlow™)

v PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, San Jose, CA)

v Anticuerpo monoclonal CD34 conjugado en FITC (Ver tabla de anticuerpos del
Anexo 1)

v Anticuerpo monoclonal CD90 conjugado en FITC (Ver tabla de anticuerpos del
Anexo 1)

Método:

Para el andlisis de apoptosis celular, después de 24 y 48 horas de cultivo en las
diferentes condiciones, las células se recogieron en tubos de poliestireno, se lavaron y se
marcaron con un anticuerpo monoclonal con el fin de identificar la poblacién celular de
interés. El marcaje de las muestras se realizd siguiendo el mismo procedimiento que el

detallado en el apartado 2.1.4 para las BM-MSC.

Las muestras se adquirieron en un citdmetro FACS Calibur y se analizaron con el
programa Infinicyt. En todos los casos se adquirieron al menos 50.000 eventos. Los datos se
expresaron como porcentajes (n=10). Las células se consideraron como vivas (Anexina V/7-
AAD’), en estado de apoptosis temprana (Anexina V*/7-AAD’), estado de apoptosis tardia
(Anexina V*/7-AAD+) o muertas (Anexina V'/7-AAD").

2.4.4. Estudio de la activacion de Caspasas en células CD34*

Reactivos Necesarios:

v Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems kit (Promega)
v Caspase-Glo® 9 Assay Systems kit (Promega)
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Método:

Para analizar la actividad de las Caspasas 3/7 y 9 en las células CD34*, después de 24

horas en co-cultivo con o sin VE, se recogieron las células y se procedié a su cuantificacion

segun las recomendaciones del fabricante en un equipo Synergy 4 (Biotec) (n=10).

2.4.5. Estudio de la fosforilacion de STAT5 en células CD34*
mediante Western blot

Reactivos Necesarios:

v

AN N NN

WES Separation 12-230KDa 8x25 Capillary Cartridges (Protein Simple)
Standard Pack 1 (Protein Simple)*

10x Sample Buffer 2 (Protein Simple)

Anti-Rabbit Detection Module (Protein Simple)*

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-Calnexina humano (Enzo, Life Sciences)
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-STAT5 humano (abcam)

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-STAT5 (phospho Y694) humano (abcam)
Wash Buffer (Protein Simple)

* Standard Pack 1 contiene: Biotinylated Ladder (MW 12-230KDa), Fluorescent 5x
Master Mix (29KDa system control) y dithiothreitol (DTT).

* Anti-Rabbit Detection Module contiene: Antibody Diluent Il, Streptavidin-HRP,
Luminol-S, Anti-Rabbit Seconday Antibody, Peroxide.

Método:

Para analizar la fosforilacion de STATS en células CD34*, se empleé la técnica del WES

Simple o Capillary Electrophoresis Immunoassay, siguiendo el mismo procedimiento que en el

apartado anterior. En este caso, los anticuerpos primarios se utilizaron a una concentracién

de 1:200 para STATS5, 1:50 para pSTAT y 1:250 para calnexina. La normalizacidn de la expresién

de cada proteina se hizo con respecto al area del pico de expresién de la calnexina. El estudio

se realizd en 6 muestras.
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2.4.6. Andlisis de ciclo celular en células CD34*

Reactivos Necesarios:

v' PBS de citémetro (BD FACSFlow™)
v’ Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (Beckton Dickinson Biosciences, San Jose, CA)

Método:

Con el fin de analizar en qué fase del ciclo celular se encontraban las células CD34",
éstas se recogieron después de 24 horas en co-cultivo con o sin VE, se lavaron con PBS y se
procedié a su marcaje con ioduro de propidio empleando el kit comercial CycletestTM Plus

DNA Reagent Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante (n=10).

Las muestras se adquirieron en un citémetro FACS Calibur, segun se describe en el
apartado de citometria y se analizaron con el programa ModFit LT V5.0.9 (Verity Software, USA).
En todos los casos se adquirieron al menos 50.000 eventos. Los datos se expresaron como

porcentajes.

2.4.7. Andlisis de la expresion de genes implicados en
hematopoyesis en células CD34* mediante RT-PCR

Para el estudio de la expresidn de algunos genes implicados en el mantenimiento de la
hematopoyesis mediante RT-PCR, se aislé RNA de células CD34* co-cultivadas en las diferentes
condiciones durante 24 horas (n=10) segun el procedimiento detallado en el Anexo 2. Se
analizaron los siguientes genes SDF-1, COL1A1, CD44, CXCR4, ITGA-4 y cKIT, empleando

GAPDH como gen control (primers y procedimiento detallados en el Anexo 3).

2.4.8. Andlisis de la expresion de genes implicados en
hematopoyesis en células CD34* mediante CMF

Para el estudio de la expresién de genes implicados en el mantenimiento de la

hematopoyesis mediante CMF, las células CD34* previamente cultivadas en las diferentes
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condiciones se marcaron empleando el siguiente panel de anticuerpos monoclonales, segin

la metodologia y las cantidades especificadas en el Anexo 1.

FITC

PE

PerCPCy5.5

APC

APCH?7

CIAN V500

Tubo 1 CD44

CD34

7AAD

CD184

CD117

CD49d

Las muestras se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCanto (BD Biosciences San

José, CA) equipado con el software FACSDiva 6.1 software (BD Biosciences). El analisis se llevé a

cabo en el programa Infinicyt (Cytognos, Salamanca). La expresién de cada marcador se expreso

como media de fluorescencia.

2.4.9. Andlisis de la expresion de genes

implicados

hematopoyesis en células CD34* mediante Western blot

Reactivos Necesarios:

v' WES Separation 12-230KDa 8x25 Capillary Cartridges (Protein Simple)

AN N NN

Standard Pack 1 (Protein Simple)*
10x Sample Buffer 2 (Protein Simple)

Anti-Rabbit Detection Module (Protein Simple)*

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-Calnexina humano (Enzo, Life Sciences)
Anticuerpo policlonal de conejo anti-CXCR4 humano (Novus Biologicals)
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-cKIT humano (Cell Signaling)
Wash Buffer (Protein Simple)

éen

* Standard Pack 1 contiene: Biotinylated Ladder (MW 12-230KDa), Fluorescent 5x

Master Mix (29KDa system control) y dithiothreitol (DTT).

* Anti-Rabbit Detection Module contiene: Antibody Diluent II, Streptavidin-HRP,
Luminol-S, Anti-Rabbit Seconday Antibody, Peroxide.

Método:

Para analizar la expresidon de proteinas presentes en células CD34*, se empleé la

técnica del WES Simple o Capillary Electrophoresis Immunoassay, como sustitucion al Western

blot convencional, debido a que, con esta metodologia, se requiere una menor cantidad de
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proteina. Para el cocultivo, se afiadieron 3x10° células CD34* y las VE procedentes de 7x10°
MSC (14 flask de 75cm? al 60% de confluencia). En primer lugar, se realizd la extraccion de
proteinas de las células. Para ello, tras recoger las células del cultivo, se lavaron y se
resuspendieron en solucion de lisis (ver apartado de Western blot) y se incubaron en hielo
durante 30 minutos tras los cuales se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 13.000
rom a 4°C para eliminar los elementos no solubles. Una vez obtenidas las proteinas, se
procedio a realizar los experimentos empleando el equipo WES™ machine (ProteinSimple Santa
Clara, CA), seglin recomendaciones del fabricante!>> 17> 176 |as muestras de proteina se
mezclaron una Master Mix llegando a una concentracién final de 1x Sample buffer, 1x
Fluorescent Master Mix y 40mM DTT que se incubd 5 minutos a 95°C. A continuacidn, las
muestras se cargaron en los pocillos correspondientes de la microplaca provista por el kit ES
Separation 12-230KDa 8x25 Capillary Cartridges, asi como el resto de los reactivos:
Biotinylated Ladder, Antibody Diluent Il, anticuerpos primarios, anticuerpos secundarios,
Streptavidin-HRP, Luminol-S y Peroxide. Los anticuerpos primarios se utilizaron a una

concentracion de 1:25 para CXCR4, 1:50 para cKIT y 1:250 para calnexina.

Una vez completa la microplaca, la electroforesis, la transferencia, el bloqueo de la
membrana, la incubacidn con anticuerpos y el revelado se realizaron de forma automatica en
el equipo Protein Simple WES (ProteinSimple) a temperatura ambiente y con los ajustes que el

equipo presenta por defecto.

Los datos se analizaron empleando el software Compass (ProteinSimple). La
normalizacién de la expresién de cada proteina se hizo con respecto al area del pico de

expresion de la calnexina. El estudio se realizé en 6 muestras.

2.4.10. Ensayos de Formacion de Colonias en células CD34*

Reactivos Necesarios:

v" RPMI (RPMI medium, Gibco)
v Suero Bovino Fetal (SBF) (Fetal Bovine Serum, GIBCO, Life Technologies)
v Antibidtico (Penicillin (105U/ml) Streptomycin (105ug/ml, GIBCO, Life Technologies)
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v Methylcellulose MACS Media Stem MACS HSC-CFU complete w/o Epo human
(Miltenyi Biotec, Germany)
v Azul Tripan (Tripan Blue Solution, Fluka, Sigma-Aldrich)

Método:

Con el fin de analizar si la incorporacion de VE procedentes de MSC modificaba de
alguna forma la capacidad de formacién de colonias de las células CD34", se realizaron ensayos
clonogénicos con 10 muestras de estudio. Para ello, se co-cultivaron las muestras de células
CD34* en las 3 condiciones experimentales en RPMI suplementado con 10% SBF y 1% de
antibiotico durante 24 horas. A continuacién, 1.500 células de cada condicidn se sembraron
en 1 ml de medio Methylcellulose MACS Media Stem MACS HSC-CFU complete w/o Epo
human, que contiene Stem Cell Factor, GM-CSF, G-CSF, IL-3 e IL-6, facilitando asi el crecimiento
de unidades formadoras de colonias granulocito/macréfago (CFU-GM). El mililitro de medio
con las 1.500 células se dividié en dos pocillos de una placa de 24 pocillos (Costar, Corning
Incorporated). Después de 14 dias de incubacién a 37°C, 90% de humedad y 5% de CO,, las
colonias formadas en cada pocillo se contaron en un microscopio de luz invertida Olympus
BX41 (Olympus)'%8, Los resultados se expresaron como niimero absoluto de CFU-GM presentes

en cada cultivo.

2.4.11. Modelo Murino de Xenotrasplante hematopoyético

Con el fin de analizar la capacidad de injerto de las células CD34", se establecid un
modelo de xenotrasplante hematopoyético en ratones hembra NOD/SCID de 6-7 semanas
procedentes de los laboratorios Charles River Laboratories (Barcelona, Spain). Los animales se
mantuvieron en la zona limpia del Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de
Salamanca, en jaulas con racks ventilados en condiciones de esterilidad y condiciones estandar

de humedad, temperatura, alimentacion, etc.
Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo al Real Decreto Espafiol y de la

unién Europea (RD 1201/05 and 86/609/CEE, respectivamente) y aprobados por el Comité de
Bioética de la Universidad de Salamanca (reg. n°. 201100007924).
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Seis horas antes del trasplante, los ratones se irradiaron con una dosis Unica de
irradiacion corporal total, no letal, de 3,5Gy mediante una fuente de Cesio 137 (Gammacell-
200, Nordion International, Ottawa, ON, Canada). Previo al trasplante, los animales se
anestesiaron con una mezcla de Ketamina, 90 mg/kg (Imalgene 500, Merial, Lyon, France) y
Xylacina, 10 mg/kg (Rompun 2%, KVP Pharma, Bayer Healthcare, Kiel, Germany) administrada por

via intramuscular.

En los experimentos llevados a cabo con el objetivo de estudiar el efecto de la
irradiacion previa de las MSC en la capacidad de sus vesiculas extracelulares en la mejora de
la funcién hematopoyética, se emplearon un total de 30 ratones, 10 ratones por condicién,

estableciendo 3 grupos (Figura 14):

- Células CD34"* previamente cultivadas durante 24h solas
- Células CD34* previamente co-cultivadas con MSC-VE durante 24h

- Células CD34* previamente co-cultivadas con IRR-MSC-VE durante 24h

En todos los casos se afiadieron al cultivo 2x10° células CD34* y las VE procedentes de
6x10° MSC (12 flask de 75cm? al 60% de confluencia). Los co-cultivos se mantuvieron durante
24 horas en 500ul de medio RPMI suplementado con 10% SBF y 1% de antibidtico en placas
de 24 pocillos.

En los experimentos llevados a cabo con el objetivo de estudiar el efecto de la dosis de
MSC-VE incorporadas a las células hematopoyéticas en su capacidad de mejora de la funcién
hematopoyética, se emplearon un total de 18 ratones, 6 ratones por condicidn y se realizé el
mismo tipo de procedimiento que el anteriormente descrito pero estableciéndose en este

caso los siguientes 3 grupos (Figura 14):
- Células CD34* previamente cultivadas durante 24h solas

- Células CD34* previamente co-cultivadas con MSC-VE aisladas a partir de 6x10°MSC

- Células CD34"* previamente co-cultivadas con MSC-VE aisladas a partir de 18x10MSC
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Quetamina/Xilacina 100.000 células CD34" solas

[
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£ % 6h

100.000 células CD34* +
IRR-MSC-VE (aisladas de
3x10° MSC irradiadas)

100.000 células CD34* +
MSC-VE (aisladas de 9x10°
MSC)

Estudiar el efecto de
las dosis de MSC-VE
incorporadas a las
células
hematopoyéticas en su
capacidad de mejora
de la funcién
hematopoyética

Estudiar el efecto de
la irradiacidn previa
de las MSC en la
capacidad de sus VE
en la mejora de la
funcién
hematopoyética

Figura 14. Esquema del estudio de xenotrasplante hematopoyético en modelo murino. Grupos de estudio
empleados.

A continuacion, las células se recogieron, se lavaron y se contaron. De cada condicion
1x10° células se resuspendieron en 20ul de suero fisioldgico para proceder a su inyeccion en

el raton.

Las células se administraron por via intradsea, en todos los casos en el fémur derecho.
Para ello, una vez comprobado que los animales estaban correctamente anestesiados, se lavd
la zona de la rodilla con alcohol y se procedid a la inyeccidn de las células a través de la cabeza
del fémur, empleando agujas de 25G (BD Microlance™ 3, Becton Dickinson, Ireland) como se

muestra en la Figura 15. Finalmente, la zona se desinfectd con povidona iodada (Betadine).
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Figura 15. Inyeccién de células via intradsea. Puncion intradsea de células CD34* en fémur derecho de ratén
anestesiado con quetamina-xilacina

Cuatro semanas después del trasplante, se analizé el injerto hematopoyético humano
en el fémur inyectado (fémur derecho), en el fémur contralateral (fémur izquierdo) y en el
bazo mediante CMF. Para ello, los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical tras
anestesia con isofluorano (IsoFlo, Esteve, UK). Seguidamente se extrajo el bazo y los dos
fémures. Para la obtencién de las células, los bazos se disgregaron de forma mecanica con la
ayuda de dos portas, las células se resuspendieron en PBS y se pasaron por un filtro de 40um.
Las células de la MO se recolectaron lavando con PBS la cavidad del fémur con una aguja de
25G, se disgregaron y se pasaron por filtros de 40 um. Una vez obtenidas, las muestras se
lisaron con cloruro de amonio con el fin de eliminar los hematies. Para el analisis mediante

CMF se empled el siguiente panel de anticuerpos monoclonales (especificados en Anexo 1):

FITC PE PerCPCy5.5 APC
Tubo1l | CD45 humano - CDA45 ratén -
Tubo 2 | CD45 humano CD14 7AAD CD34
Tubo 3 | CD45 humano CD13 7AAD CD19
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Las muestras se adquirieron en un citdmetro de flujo FACSCanto (BD Biosciences San
Jose, CA) equipado con el software FACSDiva 6.1 software (BD Biosciences). El analisis se llevo a

cabo en el programa Infinicyt (Cytognos, Salamanca).

Se analizé el injerto hematopoyético humano calculando en el porcentaje de células
CD45 positivas humanas. Se excluyeron las células muertas positivas para 7AAD. Se empleé el
anticuerpo monoclonal CD45 anti-ratén para verificar la especificidad del anticuerpo
monoclonal CD45 anti-humano por las células humanas. Las subpoblaciones hematopoyéticas
se detectaron mediante el CD13 (mieloides), CD14 (monocitos), CD34 (células progenitoras) y

CD19 (células B) dentro de las células CD45 positivas.

2.5. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa GraphPad Prism version 5.00 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). En todos los casos, se calcularon los valores
de mediana y rango. El test de Friedman se empled para analizar las diferencias entre los 3
grupos de estudio. El test de Rangos de Wilcoxon se empled para analizar diferencias entre
grupos pareados. Se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas cuando

se observaron valores de p<0,05.
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Capitulo 1






1. Célula Estromales Mesenquimales de Médula Osea (BM-MSC)

1.1. Aislamiento y expansidon de MSC control e irradiadas

En todos los casos, se consiguid el aislamiento de MSC a partir de las CMN y su
expansion hasta pase 6. Desde el punto de vista morfoldgico, tanto las MSC control como las
MSC irradiadas presentaban la morfologia habitual de aspecto fibroblastico y se adhirieron al
plastico de forma similar (Figura 16). Tanto las MSC control como las MSC irradiadas

proliferaban a un ritmo similar hasta alcanzar confluencias de 85-90%.

MSC No Irradiadas MSC Irradiadas

Figura 16. Imagenes de la expansion de MSC control y MSC irradiadas. MSC expandidas en Pase 3 control
(izquierda) e irradiadas (derecha) tomadas tres dias después de la irradiacion. En ambas se observan células de
aspecto fibroblastico, capaces de adherirse al plastico sin diferencias morfoldgicas entre ellas. Imagenes tomadas
con objetivo 20X.

1.2. Caracterizacion inmunofenotipica de MSC control e irradiadas

Mediante citometria de flujo se observé que tanto las MSC control como las MSC
irradiadas presentaban un inmunofenotipo caracteristico de MSC de acuerdo con los criterios
de la ISCT, sin diferencias entre ellas. En todos los casos, las células fueron positivas para
CD73,CD90, CD105, CD44 y CD166 y negativas para marcadores hematopoyéticos como CD34,
CD45, CD14, CD19 y también para HLA-DR (Figura 17).
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CD34 FITC —k

CD73 PE

CD105 APC

CD44 FITC

CD14 PE
5

CD19 Ppercp cys:

CD90 FITC

CD166 PE

Anti-HLA-DR

Figura 17. Caracterizacién inmunofenotipica de las MSC control e irradiadas. MSC control (A) e irradiadas (B).
En gris oscuro se representa la expresion de las MSC para los diferentes marcadores y en gris claro se representa
el control negativo, la sefial de las MSC basales (sin marcar con anticuerpos) o auto-fluorescencia de las células.

1.3. Viabilidad en MSC irradiadas vs MSC control

Con el fin de analizar si la administracién de una dosis de 2,5 Gy inducia apoptosis en
las MSC, se analizd mediante citometria de flujo la viabilidad de las MSC 1 hora y 72 horas
después de recibir la dosis de irradiacion en 5 muestras. No se encontraron diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de células vivas (Anexina V/7-AAD’), en estado de
apoptosis temprana (Anexina V*/7-AAD), estado de apoptosis tardia (Anexina V*/7-AAD*) o
muertas (Anexina V-/7-AAD") entre los dos grupos ni a 1 hora ni a 72 horas tras la irradiacién

(Figura 18).
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Figura 18. Estudio de viabilidad en MSC control e irradiadas. Ensayo de viabilidad en MSC control e irradiadas
a 1 horay a 3 dias tras la irradiacion. Las células se incubaron con Anexina V, 7AAD y CD90 vy la expresion de los
diferentes marcadores se analizdé mediante citometria de flujo. Las células se consideraron como células viables
(Anexina V/7AAD’), en estado de apoptosis temprana (Anexina V*/7AAD’), en estado de apoptosis tardia
(Anexina V*/7AAD*) o muertas (Anexina V'/7AAD"). Para este estudio se emplearon 5 muestras. Resultados
expresados como media del porcentaje de células.

1.4. Perfil de expresion génica de MSC irradiadas vs MSC control

Se analizé el perfil de expresién génica de MSC que habian sido irradiadas con una
dosis de 2,5 Gy en comparacion con el perfil de expresidén génica de MSC control en 5 muestras
72h después de la irradiacidn. Para ello, las muestras se hibridaron sobre un GeneChip de
Affimetrix, se escanearon y los datos crudos obtenidos se normalizaron y se analizaron
mediante la técnica estadistica SAM. Se observd que en 50 de los 6.661 genes analizados se
encontraban diferencias de expresion estadisticamente significativas en las MSC irradiadas
con respecto a las MSC control, considerando como cambios significativos los g-valores
menores de 5%. De los 50 genes alterados, 5 se encontraban sobre-expresados y 45 se
encontraban infra-expresados en las MSC irradiadas (Tabla 3 y Figura 19). El gen mas infra-
expresado fue el de la Piruvato Deshidrogenasa Kinasa-1 (PDK-1) que, ademds de en el
metabolismo del Piruvato, PDK-1 esta implicado en mas vias metabdlicas como la de NF-kp,
AKT o la via de sefializacidn de la leptina dependiente de PI3K. La infra-expresidon de PDK-1,
llevaria a la reduccion de la expresidon de la Glucogeno Sintasa Kinasa 3 (GSK3) y, por tanto, a
la infra-expresién de CEBPA, implicado en la regulacion de la adipogénesis'’’. La infra-
expresion de CEBPA se confirmdé mediante RT-PCR en las MSC irradiadas (descrito en el

apartado 1.7.2)
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Figura 19. Heatmap de los 50 genes alterados mas significativos en MSC irradiadas. Representacién de los 50
genes alterados mas significativos en MSC irradiadas con una dosis de 2,5 Gy con respecto a MSC control. EI RNA,
aislado de 5 pares de muestras de MSC, se hibridd en arrays de expresidn de genes de Affymetrix y los genes
alterados se identificaron mediante un analisis SAM (Significance Analysis of Microarrays). Los genes infra-
expresados se representan en azul y los genes sobre-expresados se representan en rojo.

Tabla 3. Nombre, Fold Change y g-valor de los 50 genes alterados mas significativos en MSC irradiadas con una
dosis de 2,5 Gy con respecto a MSC control en el estudio de arrays de expresién. Los genes infra-expresados se
representan en azul y los genes sobre-expresados se representan en rojo.

PDK1 Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1 0,610989969 0
TUBB6 Tubulin Beta 6 Class V 0,657192536 0
KCTD20 Potassium Channel Tetramerization Domain 0,521737053 0
Containing 20

HIST2H2AB Histone Cluster 2 H2A Family Member B 0,524360094 0
TSPAN18 Tetraspanin 18 0,687295015 0
SLC7A6 Solute Carrier Family 7 Member6 0,682877924 0
INHBB Inhibin Beta B Subunit 0,498260116 0
HIST1H3 Histone Cluster 1 H3 Family Member A 0,506990774 0
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ENTPD7

NOTCH3
SLC2A1
ST3GAL1

ITGA7
CD248
DOPEY2
SLC7A1
HAPLN3
HIST1H1E
P4HA1
EZR
MCAM
HIST1IH2BM
SCUBE3

ADAMTS12

HSPA5
ITGB3
FLNA
PDCD1LG2
VASP
PATL1

SLC25A13
TNC
JMID6
BNIP3
LYN

ACAN
MYH9
HIST1IH2A
SMYD2
TUBB4B
HIST1H4
SERPINH1
HLA-DRA

WFDC1
LYz
PTCHD4
ELTD1

Clorf63
RAB27B
XYLT1

Ectonucleoside Triphosphate
Diphosphohydrolase 7
Notch 3
Solute Carrier Family 2 Member 1
ST3 Beta-Galactosidase Alpha-2,3-
Sialyltransferase 1
Integrin Subunit Alpha 7
CD248 Molecule
Dopey Family Member 2
Solute Carrier Family 7 Member 1
Hyaluronan And Proteoglycan Link Protein 3
Histone Cluster 1 H1 Family Member E
Prolyl 4-Hydroxylase Subunit Alpha 1
Ezrin
Melanoma Cell Adhesion Molecule
Histone Cluster 1 H2B Family Member M
Signal Peptide, CUB Domain And EGF Like
Domain Containing 3
ADAM Metallopeptidase With Thrombospondin
Type 1 Motif 12
Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5
Integrin Subunit Beta 3
Filamin A
Programmed Cell Death 1 Ligand 2
Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein
PAT1 Homolog 1, Processing Body MRNA Decay
Factor
Solute Carrier Family 25 Member 13
Tenascin C
Arginine Demethylase And Lysine Hydroxylase
BCL2 Interacting Protein 3
LYN Proto-Oncogene, Src Family Tyrosine
Kinase
Aggrecan
Myosin Heavy Chain 9
Histone Cluster 1 H2A Family Member B
SET And MYND Domain Containing 2
Tubulin Beta 4B Class IVb
Histone Cluster 4 H4
Serpin Family H Member 1
Major Histocompatibility Complex, Class I, DR
Alpha
WAP Four-Disulfide Core Domain 1
Lysozyme
Patched Domain Containing 4
Adhesion G Protein-Coupled Receptor L4
(ADGRL4)
Arginine And Serine Rich Protein 1
RAB27B, Member RAS Oncogene Family
Xylosyltransferase 1
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0,707782796

0,704795784
0,552146802
0,639716145

0,713822361
0,704425969
0,626059725
0,661561141
0,597549528
0,711778174
0,713032529
0,706383819
0,624317062
0,255445672
0,615848673

0,716079663

0,776492556
0,584198517
0,764318576
0,541444136
0,717895023
0,726457448

0,70772167

0,628609334
0,803888769
0,615728904
0,728420485

0,384666847
0,758624568
0,317955551
0,77340779

0,603927302
0,437380256
0,757860384
0,57847367

0,679554611
0,614474736
2,357078489
1,849321172

1,641293218
2,186727728
1,695526344

1,59832286
1,59832286
1,59832286

1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286
1,59832286

2,79706501

2,79706501
2,79706501
2,79706501
2,79706501
2,79706501
4,47530401

4,47530401
4,47530401
4,47530401
4,47530401
4,47530401

4,47530401
4,47530401
4,86446088
4,86446088
4,86446088
4,86446088
4,86446088
4,86446088

4,86446088
4,86446088
0
0

1,59832286
1,59832286
4,47530401
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1.5. Analisis de expresion de genes implicados en hematopoyesis en MSC
irradiadas vs MSC control

La expresidon de varios genes clave en el homing o en el mantenimiento de la
hematopoyesis se analizd mediante técnicas de RT-PCR (n=10) tres dias tras la irradiacién.
Observamos que NGF, THPO, CD44, CXCR4 y ITGA-4 se expresaban tanto en MSC irradiadas
como en MSC control sin diferencias significativas entre los dos grupos. En cuanto a COL1A1,
su expresion era significativamente menor en MSC irradiadas con respecto a las MSC control
(p=0,0313) mientras que la expresion de SDF-1 y ANGPT, dos moléculas clave en el
mantenimiento de las HSC en el nicho hematopoyético, era significativamente mayor en las
MSC irradiadas en comparacion con las MSC control (p=0,0156 y p=0,0078, respectivamente)
(Figura 20).
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Figura 20. Anilisis de la expresion de genes implicados en hematopoyesis en MSC control vs MSC irradiadas.
Analisis de la expresion de SDF-1, ANGPT, COL1A1, THPO, CXCR4, ITGA4, CD44 y NGF mediante RT-PCR 3 dias
después de lairradiacion en MSC control y MSC irradiadas. La B-glucuronidasa se empled como gen control. Para
este estudio se emplearon 10 muestras.
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Comprobamos mediante un ensayo de ELISA la cantidad de proteina de SDF-1 presente
en el sobrenadante de MSC control y MSC irradiadas a 4, 12, 24 y 72 horas tras la irradiacion
(n=3). Observamos que existia una importante variabilidad dependiendo de los tiempos de
estudio. Tanto a las 24 horas como a las 72 horas tras la irradiacidn la liberacién de SDF-1 al
sobrenadante fue mayor por parte de las MSC irradiadas con respecto a las MSC control

(Figura 21), confirmando de este modo lo observado mediante RT-PCR.
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Figura 21. Cuantificacion de la liberaciéon de SDF-1 al sobrenadante por parte de MSC control vs MSC
irradiadas. Cuantificacion de la cantidad de proteina SDF-1 liberada al sobrenadante de MSC control y MSC
irradiadas con 2,5Gy a 4, 12, 24 y 72 horas tras la irradiacién.

1.6. Capacidad de diferenciacion de las MSC irradiadas vs MSC control

Por otro lado, siguiendo otro de los criterios establecidos por la ISCT, se analizo la
capacidad de diferenciacién multilineal de las MSC. Para ello, después de la irradiacién, se
indujo la diferenciacion a osteoblastos y a adipocitos tanto de las MSC control como de las
MSC irradiadas con medios de cultivo especificos. Tras 21 dias de cultivo en medio especifico
de diferenciacion a linaje adipocitico, se observd que tanto a las MSC control como las MSC
irradiadas eran capaces de diferenciarse a adipocitos observandose en ambas muestras

vacuolas lipidicas cuando eran tefiidas con Oil-Red. Por otro lado, tras 10 dias de cultivo en
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medio especifico de diferenciacidn a linaje osteoblastico, se observé que tanto las MSC control

como las MSC irradiadas eran positivas a la tincién con fosfatasa alcalina (Figura 22).

Figura 22. Diferenciacion multilineal de las MSC. Imagenes de MSC control (A, C) y MSC irradiadas (B, D) en
Pase 3 diferenciadas a adipocitos (A, B) y osteoblastos (C, D). Imagenes tomadas con objetivo de 20X.
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Figura 23. Cuantificaciéon de adipocitos a lo largo del proceso de diferenciacion en MSC control vs MSC
irradiadas. Contaje del nimero de adipocitos por placa crecidos en medio de diferenciacion adipogénica en MSC
control y MSC irradiadas los dias 7, 14 y 21 del proceso de diferenciacion. El recuento se realizé en 7 muestras.
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Con el fin de cuantificar la capacidad de diferenciacién adipocitica, se contd el niumero
de adipocitos por campo formados en los dias 7, 14 y 21 del proceso de diferenciacion (n=7).
Para ello, se cuantificaron los adipocitos en 7 campos por placa y se hizo una media de las 7
observaciones. Se observd que, en todos los casos y en todos los tiempos analizados, el
numero de adipocitos estaba reducido significativamente en las muestras de MSC irradiadas
en comparacion con las MSC control (p=0,018, p=0,046 y p=0,018, respectivamente) (Figura
23).

Quisimos ver a continuacion si estas diferencias se mantenian a nivel génico. Para ello,
la expresion de algunos genes implicados en diferenciacion adipocitica y osteocitica se estudio
mediante RT-PCR en MSC basales y en MSC inducidas a la diferenciacion (mediante su cultivo
en medios de diferenciacién especificos durante 21 dias). En MSC basales, se observé una
infra-expresidon de CEBPA y PPARG, implicados en adipogénesis en las MSC que habian sido
irradiadas con respecto a las MSC control (p=0,003 y p=0,019, respectivamente). Ademas
RUNX2, implicado en osteogénesis temprana también se encontraba infra-expresado en MSC
irradiadas (p=0,003). No se encontraron diferencias significativas en la expresién de ALP. Sin
embrago, con respecto a SPP1, observamos un aumento significativo de su expresion en MSC
irradiadas en comparacién con las MSC control (p=0,039), y en cuanto a SPARC no
encontramos diferencias de expresion estadisticamente significativas, ambos implicados en
mineralizacion. En MSC inducidas a la diferenciacion los cambios observados fueron similares
a los observados en MSC basales excepto que no se encontraron diferencias significativas en
la expresién de genes implicados en adipogénesis (CEBPA y PPARG) entre MSC control y MSC
irradiadas (Figura 24).
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Figura 24. Anilisis de la expresion de genes implicados en diferenciacion en MSC control vs MSC irradiadas.
Analisis de la expresidon de CEBPA y PPARG (implicados en diferenciacidn adipogénica), RUNX2 y ALP (implicados
en osteogénesis temprana) y SPP1 (implicado en mineralizacion) mediante RT-PCR en MSC control y MSC
irradiadas tres dias tras la irradiacidn. Estos estudios estan realizados en MSC basales y MSC a las cuales se les
indujo la diferenciacién durante 21 dias con medio de diferenciacién especificos (*). La B-glucuronidasa se
empled como gen control. Para este estudio se emplearon 10 muestras.
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A la vista de estos resultados, se cuantifico la capacidad de mineralizacién de las MSC
basales y de las MSC inducidas a la diferenciacion (mediante su cultivo en medios de
diferenciacién especificos durante 21 dias) mediante tincién con Rojo de Alizarina (n=10). De
esta forma se detectdé una cantidad ligeramente superior de depdsitos de calcio en las MSC
irradiadas con respecto a las control, tanto en las MSC basales como en las MSC inducidas a

diferenciacién, aunque estas diferencias no alcanzaron significacién estadistica (Figura 25).
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Figura 25. Analisis del grado de mineralizacién de MSC control vs MSC irradiadas. Cuantificacion de los
depositos de calcio mediante tincidon con Rojo de Alizarina en MSC control y MSC irradiadas tres dias tras la
irradiacién. En esta tincion, la absorbancia es proporcional a los depdsitos de calcio en la muestra y al nivel de
mineralizacion de las células. Estos estudios estan realizados en MSC basales y MSC a las cuales se les indujo la
diferenciacion durante 21 dias con medio de diferenciacidn especificos (*). Para este estudio se emplearon 10
muestras.

1.7. Capacidad de soporte de la hematopoyesis de MSC irradiadas vs MSC
control

Para la realizacion de estos experimentos fue necesario el aislamiento y caracterizacién
de progenitores hematopoyéticos de sangre periférica movilizada. En todos los casos, las
células CD34* se aislaron mediante seleccién inmunomagnética mediante AutoMACS. De
todas las muestras se obtuvo un nimero suficiente de células para realizar los experimentos

y la pureza de las muestras fue superior al 90% (Figura 26).

97

Resultados



Sangre Periférica movilizada

93,3%

SSC-H Exp-55C Low
200 300 500 BOD

100
' RTERET

SSC-Height

R e e BN s e e |
1E1 1E2 1E3 1E4

1
CD34 FITC:FL1-H LOGARITMICA

Figura 26. Anilisis de la pureza de las células CD34*. Caso representativo de la pureza de células CD34* aisladas
a partir de sangre periférica movilizada mediante seleccion inmunomagnética

Con el fin de analizar si el desbalance en la capacidad de diferenciacién de las MSC
irradiadas con respecto a las no irradiadas afectaba a su capacidad de mantenimiento de la
hematopoyesis, se realizaron cultivos a largo plazo (n= 8). Para ello, tras crear un estroma
formado por MSC irradiadas y un estroma formado por MSC control, se afiadieron 300.000
células CD34"* aisladas de sangre periférica movilizada a cada uno de los estromas. Los cultivos
se mantuvieron durante 5 semanas y cada semana se evalué la capacidad clonogénica de las
CD34* aislando la mitad de las células presentes en el cultivo y sembrando 2.500 en medio
semi-sélido de metilcelulosa. Las células CD34* cultivadas sobre los dos estromas formaron un
ndimero similar de colonias la primera semana del cultivo. A partir de la segunda semana, el
nimero de colonias contabilizadas a partir de las células CD34"* aisladas de los estromas
formados por MSC irradiadas fue mayor, llegando a ser estas diferencias significativas en las

semanas 4y 5 del cultivo (p=0,046 y p=0,0078, respectivamente) (Figura 27).
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Figura 27. Capacidad de MSC control vs MSC irradiadas para mantener la hematopoyesis en cultivos a largo
plazo Representado el nimero de CFU-GM formadas semanalmente de cultivos a largo plazo.
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Figura 28. Cuantificacion de adipocitos durante 5 semanas en el estroma formado en cultivos a largo plazo.
Contaje del numero de adipocitos por placa presentes en estromas formados a partir de MSC control y MSC
irradiadas semanalmente. Imagenes tomadas con objetivo 10X. El recuento se realizé en 5 muestras.
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Ademas, durante las 5 semanas del cultivo a largo plazo, se analizé el estado de
diferenciacion tanto del estroma formado por MSC irradiadas como del estroma formado por
MSC control (n=5). Durante este tiempo y en todos los casos, el nimero de adipocitos fue
significativamente inferior en los estromas formados a partir de MSC irradiadas con respecto

a los estromas formados por MSC control (Figura 28).

Por otro lado, se analizé también el estado de diferenciacion de estos estos estromas
en la semana 5 del cultivo mediante RT-PCR (n=3). Se detectd una disminucién en la expresion
de los genes implicados en adipogénesis (CEBPA y PPARG) y en osteogénesis temprana
(RUNX2 y ALP) y un aumento en la expresidon de SPP1, implicado en osteogénesis tardia y
mineralizacion en las MSC irradiadas en comparacion con las MSC control (Figura 29), lo que

confirma los resultados obtenidos anteriormente.
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Figura 29. Expresién de genes implicados en diferenciacion en estromas de cultivos a largo. Analisis de la
expresion de CEBPA y PPARG (implicados en diferenciacion adipogénica), RUNX2 y ALP (implicados en
osteogénesis temprana) y SPP1 (implicado en mineralizacion) mediante RT-PCR en estromas de cultivos largo
plazo formados a partir de MSC control o MSC irradiadas. La B-glucuronidasa se empled como gen control. Para
este estudio se emplearon 3 muestras.
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También se analizé el grado de mineralizacidon de estos estromas en las semanas 3 y

5 del cultivo a largo plazo mediante tincidon con rojo de Alizarina (n=6). Se detectd que en los
dos tiempo de estudio, el grado de mineralizacién del estroma era mayor en los estromas
formados por MSC irradiadas que en los formados por MSC control, encontrando diferencias

significativas en la semana 3 (p=0,046) (Figura 30).
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Figura 30. Grado de mineralizacion de estromas de cultivos a largo plazo. Cuantificacion de los depdsitos de
calcio mediante tincion con Rojo de Alizarina en estromas de cultivos a largo plazo formados por MSC control y
MSC irradiadas en la 32 y 52 semana de los cultivos. Para este estudio se emplearon 6 muestras.
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Capitulo 2






1. Aislamiento y caracterizacion de VE procedentes de MSC control y
MSC irradiadas

Una vez estudiadas las MSC, se aislaron VE tanto de MSC control como de MSC
irradiadas con una dosis de 2,5Gy con el fin de caracterizarlas, analizar su contenido y el efecto

que tenian al incorporarse a células progenitoras (CD34").

1.1. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

En primer lugar, se analizé la distribucién de tamafios y la concentracién de particulas
obtenidas mediante NTA en 3 muestras. Para ello, se aislaron las VE mediante
ultracentrifugacion a partir del sobrenadante de 3x10° MSC y se resuspendieron en 1 ml de
suero fisioldgico. Se observd que el tamafio de las particulas era homogéneo entre las
muestras con una media de 131,93 nm (124,4 nm-143,6 nm) en las vesiculas extracelulares
procedentes de MSC control (MSC-VE) y una media de 130,5 nm (122,8 nm-134,7 nm) en las
vesiculas extracelulares procedentes de MSC irradiadas (IRR-MSC-VE). Ademas, la
concentracién de particulas era similar en todas las muestras con una media de 9,09E*%0
particulas/ml en las muestras de MSC-VE y una media de 7,56E*° particulas/ml en las

muestras de IRR-MSC-VE (Figura 31).
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Figura 31. Cuantificacién de particulas mediante NTA. Andlisis de la distribucién de tamafios (nm) vy la
concentracion de particulas (particulas/ml) cuantificadas mediante NTA. Ejemplo representativo de una muestra
obtenida de 3x10° MSC no irradiadas y una muestra obtenida de 3x108 MSC irradiadas.
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1.2. Microscopio Electrénico de transmisiéon (MET)

Ademads, mediante microscopia electrdnica, observamos que tanto las MSC-VE como
las IRR-MSC-VE presentaban una morfologia redondeada, con centro hipodenso y una

membrana doble, caracteristicos de VE (Figura 32).

VE de MSC no Irradiadas VE de MSC Irradiadas
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Figura 32. Imagenes representativas de VE tomadas por microscopia electrénica de transmision. Las muestras
gue contenian las VE se contrastaron con una solucidn de uranyl-oxalato y fueron examinadas en un microscopio
electrdnico de transmisién. Escala 200nm, aumento 8.000.

1.3. Citometria de Flujo (CMF)

A continuacion, se caracterizaron estas VE mediante citometria de flujo. Para ello, se
aislaron mediante ultracentrifugacién, se lavaron con PBS en una segunda ultracentrifuga y se
marcaron con anticuerpos fluorescentes siguiendo el panel de anticuerpos anteriormente
descrito (seccion material y métodos). Observamos que tanto las MSC-VE como las IRR-MSC-
VE seguian un patrén similar. Presentaban un tamafio menor a 1 um, eran negativas para
marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45, positivas para marcadores caracteristicos
de MSC como CD90 y CD44 y para marcadores de exosomas como CD81 y CD63. Se emplearon

ademas VE sin marcar con anticuerpos fluorescentes como control negativo (Figura 33).
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Figura 33. Imagenes representativas de la caracterizacion mediante citometria de flujo de VE obtenidas de
MSC no irradiadas y MSC irradiadas. Se emplearon micro-bolas de 1um de didmetro que facilitaron la
localizacion de las VE (menores de 1um) en el dot-plot de forward vy side. En el resto de los graficos, se observan
los marcajes de las VE para marcadores hematopoyéticos (CD34 y CD45), marcadores caracteristicos MSC (CD90
y CD44) y de exosomas (CD81 y CD63) en negro. En gris se muestran los controles negativos, VE sin marcar con
anticuerpos.
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1.4. Western blot (Wb)

Por ultimo, mediante Western blot se confirmo la expresién de CD63 tanto en las MSC-
VE como en las IRR-MSC-VE (Figura 34). Todos estos resultados cumplen los criterios
establecidos para la caracterizacidon de las VE por la Sociedad Internacional de Vesiculas

Extracelulares (ISEV)!78.

IR NI IR NI IR NI IR NI

Figura 34. Expresion de CD63 en VE de MSC. Anilisis mediante Western blot de la expresion de CD63 en 4
muestras de VE aisladas de MSC control (NI) y 4 muestras de VE aisladas de MSC irradiadas (IRR).

1.5. Analisis de expresion de micro-RNAs en IRR-MSC-VE vs MSC-VE

Con el fin de comparar el contenido en micro-RNAs de las VE procedentes de MSC
control y de las VE procedentes de MSC irradiadas, se realizé un andlisis del contenido en
micro-RNAs de 10 muestras de MSC-VE y 10 muestras de IRR-MSC-VE mediante una

plataforma de micro-arrays de baja densidad para el estudio de 384 micro-RNAs.

Como se puede observar en la Figura 35, tras un andlisis SAM, se encontraron 19
micro-RNAs significativamente infra-expresados en las IRR-MSC-VE con respecto a las MSC-
VE. Algunos de ellos como los micro-RNAs 150, 181a, 15, 155, estdn implicados en

hematopoyesis.
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Figura 35. Heatmap de los 19 micro-RNAs que presentan cambios de expresion estadisticamente significativos
entre MSC-VE e IRR-MSC-VE. Representacion de los 19 micro-RNAs alterados significativamente entre VE
aisladas de MSC control con respecto a VE aisladas de MSC irradiadas. Los micro-RNAs infra-expresados se
representan en azul y los micro-RNAs sobre-expresados se representan en rojo.

También realizamos el analisis calculando el Fold Change. Tras el mismo, se
encontraron 3 micro-RNAs con un Fold Change mayor de 1,5, lo que se traduce en que
presentaban una expresion significativamente mayor en las IRR-MSC-VE con respecto a las

MSC-VE (Tabla 4).
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Tabla 4. Listado de micro-RNAs cuyo Fold Change es >1,5

Micro-RNA AACt Fold Change
Hsa-miR-363 -0,94745 1,92846
Hsa-let-7g -0,82862 1,77598
Hsa-miR-494 -0,82426 1,77062

Con fin de obtener la maxima informacion posible de estos microarrays, quisimos
conocer que microRNAs eran mas abundantes en las MSC-VE. Para ello, elegimos los micro-
RNAs con un valor medio de Ct menor o igual a 30 y cuyos Ct individuales fuesen menores de
35 en al menos 8 de las 10 muestras analizadas. De este modo, obtuvimos una lista de los 19

micro-RNAs mas expresados en las MSC-VE (Tabla 5).

Tabla 5. Listado de micro-RNAs mas expresados en MSC-VE

Micro-RNA Media Ct N2 Muestras con Ct<35
hsa-miR-618 17,41696 10
hsa-miR-328 19,80668 10
hsa-miR-523 20,43861 10
hsa-miR-103 22,87642 8
hsa-miR-222 24,4808 10
hsa-miR-518f 25,71819 10
hsa-miR-24 25,97636 10
hsa-miR-628-5p 27,1493 10
hsa-miR-191 27,50362 10
hsa-miR-484 27,67285 10
hsa-miR-155 28,19892 10
hsa-miR-223 28,23622 10
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hsa-miR-193b 28,51977 10
hsa-miR-136 28,80625 10 "
(@]
: ©
hsa-miR-320 28,82322 9 S
S
hsa-miR-574-3p 28,90438 9 %
(a2
hsa-miR-483-5p 29,76862 10
hsa-miR-150 30,07191 10
hsa-miR-454 30,12135 10

De todos estos microRNAs diferencialmente expresados, los micro-RNAs 222, 24,
191, 155, 223 y 150 estan directamente implicados en hematopoyesis'’.

2. Aislamiento y caracterizacion de progenitores hematopoyéticos
de SP movilizada y cordon umbilical

En todos los casos, las células CD34* se aislaron de muestras humanas sanas de SP
movilizada o cordén umbilical mediante seleccién inmunomagnética por AutoMACS. En todos
los casos la pureza de las muestras fue superior al 90%, tanto en las muestras de SP movilizada
como en las de corddn umbilical (Figura 36). En este estudio, las muestras de SP movilizada se
emplearon para hacer los experimentos in vitro mientras que para los experimentos en
modelo murino se emplearon muestras de corddn debido a su mejor capacidad de injerto en

ratones.
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Figura 36. Anilisis de la pureza de las células CD34*. Caso representativo de la pureza de células CD34* aisladas
a partir de cordén umbilical mediante seleccion inmunomagnética en AutoMACS analizada mediante citometria
de flujo.

3. Incorporacion de MSC-VE e IRR-MSC-VE a células CD34*

Con el fin de estudiar si las VE secretadas por las MSC control y MSC irradiadas eran
capaces de incorporarse a células CD34%, las VE de ambas fuentes celulares fueron marcadas
con la solucion fluorescente Dye Vybrant dil (rojo) y, a continuacidn, fueron co-cultivadas
durante 24 horas con las células CD34* aisladas a partir de SP movilizada. La incorporacion de
las VE liberadas por las MSC en las células CD34* fue analizada tanto por CMF como por

microscopia confocal.

3.1. Analisis mediante Citometria de Flujo

En primer lugar, mediante citometria de flujo, se observd que tanto las MSC-VE como
las IRR-MSC-VE se habian incorporado a las células CD34*. La media del porcentaje de células
CD34* que incorporaban VE fue del 40,34% en el caso de las MSC-VE y del 33,56% en el caso

de las IRR-MSC-VE. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
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porcentaje de células que habian incorporado VE entre los dos grupos analizados. Como
control, las células se cultivaron en las mismas condiciones con medio de cultivo sin VE
previamente marcado con la solucidn Dye Vybrant dil y no hubo incorporacién, demostrando

que la incorporacién se detectaba solamente en presencia de VE (Figura 37).
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Figura 37. Analisis de la incorporacién de VE por células CD34* mediante citometria de flujo. VE previamente
teflidas con la solucion Dye Vybrant dil se cultivaron con células CD34" durante 24 horas. Imagenes
representativas de la incorporacién mediante citometria de flujo en 1 muestra. Los dos primeros dot plots
muestran los ejes forward y side (1) y la seleccién de las células que son positivas para el anticuerpo CD34 (lI). El
resto de los dot plots representan el porcentaje de células que han incorporado VE: células CD34* cultivadas con
medio de cultivo marcado con Dye Vybrant dil sin VE (lll), células CD34"* cultivadas con MSC-VE (IV) y células
CD34* cultivadas con IRR-MSC-VE (V). Las muestras se adquirieron en un citdmetro FACS Calibur.

3.2. Analisis mediante Inmunofluorescencia

Para confirmar los resultados anteriores, se analizé la capacidad de incorporacion de

las MSC-VE vy las IRR-MSC-VE a las células CD34* mediante microscopia confocal y de igual

manera se observd que ambos tipos de VE, tefiidas en rojo, eran capaces de incorporarse a
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estas células, marcadas en verde. Cuando las células CD34* se incubaron solas, en ausencia de

VE, solamente se pudo detectar la fluorescencia de color verde (Figura 38).

MERGE DAPI

o . -..

CD34*
+ IRR-MSC-VE

Figura 38. Analisis de la incorporacion de VE por células CD34* mediante microscopia confocal. Imégenes
representativas de una muestra de la incorporacién de VE en células CD34* tras 24 horas de co-cultivo mediante
microscopia confocal. Escala 7.5um. Las células CD34* se marcaron con anticuerpo anti-CD45 (en verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI (en azul). Las imagenes de la primera fila representan células CD34* sin VE, las
imagenes de la fila central representan células CD34* que han incorporado MSC-VE y las imagenes de la fila de
abajo representan células CD34* que han incorporado IRR-MSC-VE.

CD34*
+ MSC-VE

3.3. Analisis mediante RT-PCR de la expresion de micro-RNAs

Tras haber observado una infra-expresion de 19 micro-RNAs en las IRR-MSC-VE con
respecto a las MSC-VE, se analizé la expresidn de algunos de estos micro-RNAs en las células
CD34* que habian incorporado dichas VE con el fin de estudiar si estas diferencias se
mantenian cuando las células incorporaban las VE. En primer lugar se analizd la expresion de
micro-RNAs implicados en hematopoyesis como el micro-RNA 150, el micro-RNA 155, el
micro-RNA 1812 y el micro-RNA 17. No se encontraron diferencias de expresidn para ninguno
de los micro-RNAs estudiados entre las 3 condiciones experimentales de células CD34*(Figura

39).
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Figura 39. Anilisis de expresién de micro-RNAs en células CD34* que han incorporado VE mediante RT-PCR.
Analisis de la expresién de micro-RNA 150, 155, 17 y 181a. El micro-RNA U6 se empled como control. Para este
estudio se emplearon 10 muestras

Ademas se analizd la expresién en las células CD34* de tres micro-RNAs: el micro-RNA
363, el micro-RNA 494 y el micro-RNA Let7g, cuya expresion, era significativamente mayor en
las IRR-MSC-VE con respecto a las MSC-VE. No se observaron diferencias significativas en
cuanto a la expresion de ningin micro-RNA entre ninguna de las 3 condiciones de estudio.
Como consecuencia, los cambios de expresion de estos micro-RNAs observados entre IRR-
MSC-VE y MSC-VE, no se tradujeron después en cambios de expresion en la célula CD34* en

las condiciones de estudio planteadas (Figura 40).
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Figura 40. Anadlisis de expresion de micro-RNAs en células CD34* que han incorporado VE mediante RT-PCR.
Analisis de la expresion de micro-RNA 363, 494 y Let7g. El micro-RNA U6 se empled como control. Para este
estudio se emplearon 10 muestras

3.4. Perfil de expresion génica

Con el fin de obtener una vision global con respecto a los cambios inducidos en las
células CD34* tras la incorporacién de MSC-VE o IRR-MSC-VE, se analizé el perfil de expresion
génica de 5 muestras de células CD34* aisladas de SP movilizada, en las 3 condiciones
experimentales: solas, tras la incorporacion de MSC-VE y tras la incorporacion de IRR-MSC-VE.
Las muestras se hibridaron sobre un GeneChip human 2.0 de Affimetrix, se escanearon y los
datos crudos obtenidos se normalizaron. Mediante un andlisis SAM, se encontraron
diferencias de expresion estadisticamente significativas en 608 genes entre células CD34*
solas y células CD34* que habian incorporado MSC-VE, en 802 genes entre células CD34* solas
y células CD34* que habian incorporado IRR-MSC-VE y en 1330 genes entre células CD34* que
habian incorporado MSC-VE y células CD34* que habian incorporado IRR-MSC-VE de los 7.460

genes analizados tras aplicar los criterios de filtrado establecidos (Figura 41).
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Células CD34*+IRR-MSC-VE vs  Células CD34*+MSC-VE vs
Células CD34" solas Células CD34" solas

Resultados

Células CD34*+IRR-MSC-VE vs
Células CD34*+MSC-VE

Células CD34* +MSC-VE vs células CD34"* solas 176 432
Células CD34* +IRR-MSC-VE vs células CD34*solas 713 89
Células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34*+MSC-VE 1330 0

Figura 41. Perfil de expresion génica células CD34* solas, células CD34* que han incorporado MSC-VE y células
CD34* que han incorporado IRR-MSC-VE. Diagrama de Venn y tabla representativa del nimero de genes sobre-
expresados e infra-expresados en cada analisis comparativo.

3.4.1. Andlisis Comparativo entre células CD34* basales y
células CD34* + MSC-VE.

Tras la incorporacion de MSC-VE, se encontré una sobreexpresién de 176 genes y una

infra-expresién de 432 genes en las células CD34* (Anexo 4).
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En un analisis posterior de estos genes mediante la aplicacion Webgestalt, observamos
gue estaban involucrados en diversas vias metabdlicas. Una de estas vias fue la de |la apoptosis
con 12 genes alterados entre los cuales se encontraron algunos genes pro-apoptoéticos infra-
expresados como CASP3 y CASP6 y varios genes anti-apoptoticos sobre-expresados como
BIRC2, BIRC3 y NFKB tras la incorporaciéon de MSC-VE en las células CD34*. Otra de las vias
alteradas fue la via JAK-STAT que, en general, se encontraba sobre-expresada lo que se podria
traducir en una activacién de la proliferacién y el ciclo celular de las células CD34" al incorporar
MSC-VE. En la via del linaje de células hematopoyéticas también se encontraron algunos genes
sobre-expresados como /L11, CD22 e IL3RA, involucrados en la formacion de colonias
hematopoyéticas. También la via de receptores de citocinas se encontraba sobre-expresada

lo que podria sugerir una activacion general de las células CD34* (Figura 42, Tabla 6).

Células CD34*+MSC-VE vs células CD34* basales

Metabolic Pathways p=1,96x1010
Cytokine-Cytokine receptor interaction p=2,2x108

Cell Adhesion Molecules (CAMs) p=2,28x108
B Apoptosis p=2,2x10°
JAK-STAT signalling Pathway p=0,00000516
Chemokine signaling pathway p=0,0000329
Focal Adhesion p=0,0002
Hematopoietic cell lineage p=0,00000154
MAPK signaling pathway p=0,0051
Leukocyte transendothelial migration p=0,0000964
Regulation of actin cytoeskeleton p=0,0042
B cell receptor signaling pathway p=0,0000329
Phosphatidylinositol signaling system p=0,0015
T cell receptor signaling pathway p=0,0063
DNA replication p=0,0004
Inositol phosphate metabolism p=0,0023
Toll-like receptor signaling pathways p=0,0201

Vias alteradas

P53 signaling pathway p=0,0229
Mismath repair p=0081
Base excision repair p=0,0194

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Numero de genes implicados

Figura 42. Vias alteradas en células CD34*+MSC-VE vs células CD34" solas. Gréfico que representa el nimero
de genes alterados en cada via. Andlisis empleando base de datos KEGG y Webgestalt.
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Tabla 6. Listado de vias alteradas en células CD34*+MSC-VE vs células CD34* basales ordenadas segun p-valor
ajustado y listado de genes alterados en cada via.

Via alterada Numero | pvalor ajustado Genes alterados 8
de genes o)

©

alterados o

Apoptosis 12 2,2E-08 ENDOD1, CASP3, BIRC3, CASP6, PIK3R1, a
NFKBIA, IRAK2, NFKB1, PRKAR2B, PIK3CD, &-’

BIRC2, PRKACB

Cytokine-cytokine 19 2,2E-08 IL11, CXCL13, IFNGR2, CCR7, TNFRSF21,
receptor interaction IL2RG, VEGFA, IL21R, FLT3, IL18R1, IL10RA,
CCLAL1, CCL3L3, TNFRSF12A, IL2RA,
TNFRSF4, CRLF2, KIT, IL9R

Hematopoietic cell 10 0,00000154 CD37, IL11, ITGA4, CD22, ITGA6, IL2RA,
lineage CD44, FLT3, KIT, IL9R
JAK-STAT signalling 12 0,00000516 | IL11, IFNGR2, PIK3R1, IL2RG, PIK3CD,
pathway IL2RA, CRLF2, JAK3, IL21R, IL9R, IL10RA,
SPRY1
3.4.2. Andlisis Comparativo entre células CD34* basales y

células CD34* + IRR-MSC-VE

Tras la incorporacion de IRR-MSC-VE, se encontrd una sobreexpresién de 713 genes y

una infra-expresion de 89 genes en las células CD34* (Anexo 4).

En un analisis posterior se vio que estos genes estaban involucrados en varias vias, la
mayoria de ellas se encontraban sobre-expresadas tras la incorporacion de las IRR-MSC-VE a
las células CD34*. Entre estas vias se encontré la via de la apoptosis con varios genes anti-
apoptoticos sobre-expresados como BIRC2, BIRC3, NFKB1 y NFKB1A. También se encontraron
la via de JAK-STAT, la via del linaje hematopoyético, la via de los receptores de citocinas y la
via del proteasoma, todas ellas sobre-expresadas. Ademas, a diferencia de las MSC-VE, se
observé que las IRR-MSC-VE causaban la sobre-expresion de infinidad de moléculas HLA y con
ello, la sobreexpresidon de vias como las de procesamiento y presentacion de antigenos,

rechazo de injerto o enfermedad injerto contra huésped (Figura 43, Tabla 7).
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Células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34* basales

Metabolic Pathways p=2,81x10-1°
Cytokine-Cytokine receptor interaction p=8,80x1012
Antigen processing and presentation p=5,21x10-23
Cell Adhesion Molecules (CAMs) p=3,75x102°
Chemokine signaling pathway p=9,67x10-1°
Proteasome p=6,28x102°
JAK-STAT signalling Pathway p=2,81x101°
MAPK signaling pathway p=4,56x10¢
Leukocyte transendothelial migration p=2,81x10-1°
Regulation of actin cytoskeleton p=1,12x10¢
Apoptosis p=5,31x101!

_ Endocytosis p=1,25x10"

Allograft rejection p=1,10x1013

Graft versus host disease p=4,56x1013

Focal Adhesion p=5,16x10*

B cell receptor signaling pathway p=9,92x10°
Hematopoietic cell lineage p=4,52x10¢
Ubiquitin mediated proteolysis p=0,0008
RNA transport p=0,0015
T cell receptor signaling pathway p=0,0008
Spliceosome p=0,002
Adherens junction p=0,0003
VEGF signaling pathway p=0,0006
Ribosome biogénesis in eukaryotes p=0,0006
p53 signaling pathway p=0,0015
Toll-like receptor signaling pathway p=0,0094

Primary immunodeficiency p=0,0006
Phosphatidylinositol signaling system p=0,013

Vias alteradas

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Numero de genes implicados

Figura 43. Vias alteradas en células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34"* solas. Gréfico que representa el
numero de genes alterados en cada via. Andlisis empleando base de datos KEGG y Webgestalt.

Tabla 7. Listado de vias alteradas en células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34* basales ordenadas segln p-
valor ajustado y listado de genes alterados en cada via.

Via alterada Numero | Pvalor ajustado Genes alterados
de genes
alterados
Antigen processing 24 5,21E-23 HLA-DQA1, PSME2, HLA-F, HSPAS5, HSPAS,
and presentation HLA-DMB, TAP1, PSME1, HLA-A, HLA-DRB1,

CALR, HLA-DMA, HLA-DPA1, HLA-B, TAPBP,
HLA-DRB4, HLA-DQB1, IFI30, TAP2, HLA-
DRB3, HLA-C, LGMN, HLA-DOA, PSME3

Proteasome 18 6,28E-20 PSMB1, PSMA3, PSME2, PSMC3, PSMD7,
PSME1, POMP, PSMB3, PSMC4, PSMB10,
PSMA®6, PSMD1, PSMA7, PSMB2, PSMD11,
PSME3, PSMA5, PSMB6

Allograft Rejection 13 1,10E-13 HLA-DRB1, HLA-DPA1, HLA-DMA, HLA-B,
HLA-DRB4, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-F,
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HLA-DMB, HLA-DRB3, HLA-C, HLA-DOA,

HLA-A
Graft-versus-host- 13 4,56E-13 HLA-DRB1, HLA-DPA1, HLA-DMA, HLA-B,
disease HLA-DRB4, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-F, 8
HLA-DMB, HLA-DRB3, HLA-C, HLA-DOA, -g
HLA-A =
Cytokine-cytokine 25 8,80E-12 CXCL13, IFNGR2, CCR7, CCL2, IL2RG, a
receptor interaction TNFSF10, IFNAR1, VEGFA, IL21R, FLT3, &"

IL18R1, IL3RA, IL1ORA, PLEKHO2, CSF2RB,
IL6ST, CCL4L1, CCL3L3, TNFRSF12A, IL2RA,
CRLF2, TNFSF4, TNFRSF10D, TNFRSF4, CCL1
Apoptosis 15 5,31E-11 CSF2RB, BIRC3, IRAK2, NFKBIA, NFKB1,
TP53, AIFM1, ATM, TNFSF10, CYCS, PIK3CD,
TNFRSF10D, BIRC2, IL3RA, CFLAR

Jak-stat signalling 18 2,81E-10 IFNGR2, PTPNSG, IL2RG, IFNAR1, IL21R,

pathway TYK2, IL3RA, IL10RA, CSF2RB, IL6ST, STATS,
STAT1, PIK3CD, IL2RA, PIM1, CRLF2, JAKS3,
STAT3

Hematopoietic cell 10 4,52E-06 HLA-DRB1, HLA-DRB4, ITGA4, CD22, ITGAS,

lineage HLA-DRB3, IL2RA, CD44, FLT3, IL3RA

3.4.3. Andlisis Comparativo entre células CD34* + MISC-VE y
células CD34* + IRR-MSC-VE.

Al analizar los cambios en la expresion génica de las células CD34* tras haber
incorporado MSC-VE o IRR-MSC-VE, se observé que habia una sobre-expresion de 1330 genes
en el caso de la incorporaciéon de IRR-MSC-VE con respecto a la incorporacién de MSC-VE

(Anexo 4).

Analizamos en que vias se veian implicados estos 1.330 genes, todos ellos sobre-
expresados con la incorporaciéon de IRR-MSC-VE, observamos que estaban implicados en
varias vias como la biogénesis de ribosomas, proteasoma, ciclo celular y varias vias

relacionadas con la disparidad HLA (Figura 44, Tabla 8).
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Células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34*+MSC-VE

Metabolic Pathways
Protein processing in endoplasmatic reticulum p=1,18x10-?’ p=4,70x103%*
Antigen processing and presentationp=3,40x10-22
Spliceosome p=4,59x101°
Endocytosis p=3,47x10!
Oxidative phosphorilation p=6,74x10-12
RNA transport p=5,62x10°
Proteasome p=1,39x10-2°
_ Cell cycle p=5,69x101°
Cell Adhesion molecules (CAMs) p=6,16x10¢
Ribosome biogénesis in eukaryotes p=1,56x10-°
Regulation of actin cytoskeleton p=0,0003
Allograft rejection p=1,55x10-13
Graft versus host disease p=7,60x1013
RNA degradation p=2,31x10°°
Chemokine signaling pathway p=0,0079
DNA replication p=7,29x10-°
Ubiquitin mediated proteolysis p=0,0020
Apoptosis 0=0,0043
T cell receptor signaling pathway p=0,0132

Vias alteradas

Protein export p=5,50x106
p53 signaling pathway p=0,0043

Mistmach repair p=6,71x10*

SNARE interactions in vesicular transport p=0,0009
'mTOR signaling pathway p=0,0186

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115

Numero de genes implicados
Figura 44. Vias alteradas en células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34**+MSC-VE s. Grafico que representa el

numero de genes alterados en cada via. Analisis empleando base de datos KEGG y Webgestalt.

Tabla 8. Listado de vias alteradas en células CD34*+IRR-MSC-VE vs células CD34*+MSC-VE ordenadas segln p-
valor ajustado y listado de genes alterados en cada via.

Via alterada Numero | Pvalor ajustado Genes alterados
de genes
alterados
Protein processing 42 1,18E-27 SEC13, HSPH1, HSP90B1, DNAJC3, DNAJB1,
in endoplasmic SEC23B, BCAP31, HSPA1A, OS9, RAD23A,
reticulum PDIA4, RPN1, EDEM1, SEC24C, DADI1,

RAD23B, RPN2, LMAN2, LMAN1, PDIA®6,
TRAM1, DNAIJB12, MBTPS2, SEC61B,
HSPAS8, HSPAS5, SSR2, EIF2AK1, DNAIJAL,
EDEM2, VCP, HERPUD1, DERL1, STUB1,
SEC61A1, DDOST, DERL2, XBP1, EIF2S1,
SSR3, SKP1, DNAJA2
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Antigen processing 27 3,40E-22 HLA-DRA, HLA-DQA1, PSME2, HLA-E,
and presentation HSPAS5, HSPA8, RFXANK, TAP1, HSPAIA,
HLA-DPB1, HLA-A, HLA-DRB1, HLA-DMA,
HLA-DPA1, HLA-B, CTSS, HLA-DRB4, HSPA4,
NFYA, HLA-DQB1, HLA-G, IFI30, HLA-DRB3,
HLA-C, RFX5, HLA-DOA, PSME3

Proteasome 21 1,39E-20 PSMB1, PSMB4, PSME2, PSMC3, PSMD?7,
POMP, PSMF1, PSMA4, PSMB3, PSMC(C4,
PSMB10, PSMD2, PSMD1, PSMD13,
PSMD3, PSMD8, PSMC2, PSMB2, PSME3,
PSMC5, PSMB6

Allograft rejection 15 1,55E-13 HLA-DRB1, HLA-DRA, HLA-DPA1, HLA-DMA,
HLA-B, HLA-DRB4, HLA-DQA1, HLA-DQBI1,
HLA-E, HLA-G, HLA-DRB3, HLA-C, HLA-DOA,
HLA-DPB1, HLA-A

Graft versus host 15 7,60E-13 HLA-DRB1, HLA-DRA, HLA-DPA1, HLA-DMA,
disease HLA-B, HLA-DRB4, HLA-DQA1, HLA-DQB1,
HLA-E, HLA-G, HLA-DRB3, HLA-C, HLA-DOA,
HLA-DPB1, HLA-A

Cell Cycle 20 5,69E-10 MCM6, CDK4, SKP2, DBF4, TP53, CDK7,
MCM2, CDC23, YWHAG, MCM4, CCNA2,
PCNA, MCM5, E2F4, GADD45B, SKP1,
HDAC1, YWHAZ, YWHAB, MCM3

RENEL S

Ribosome 16 1,56E-09 WDR36, NOB1, GNL3, GTPBP4, NAT10,
biogenesis in WDR3, POP4, GNL2, NOP58, SBDS, RPP30,
eukaryotes EIF6, XRN2, RIOK1, RAN, NOP10

3.5. Relacion de micro-RNAs mas expresados en MSC-VE con genes infra-
expresados en células CD34" tras la incorporaciéon de MSC-VE

Mediante la aplicacién mirPath de Diana Tools se estudid la posible regulacion de los
19 micro-RNAs mas expresados en las MSC-VE sobre los 432 genes en los que se detectd una
infra-expresion significativa en las células CD34* que habian incorporado MSC-VE con respecto

a las células CD34* solas en el array de expresion de genes de Affimetrix (Tabla 9).
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Tabla 9. Listado de los micro-RNAs mds expresados en VE y sus posibles genes diana de entre los genes que se
encuentran infra-expresados en las células CD34* que han incorporado MSC-VE en el array, analizado mediante
mirPath

Micro-RNAs mas | Genes infraexpresados en células CD34"* tras la incorporacién

expresados en de MSC-VE
MSC-VE
hsa-miR-618 SOX4, NUCKS1, SORL1, CDC23, PSMF1, KIT
hsa-miR-328-3p ERMP1, PGMS5, ELOF1, ANKMY2, COG4
hsa-miR-523-5p PELI2, MN1, PSMF1

hsa-miR-103a-3p | COPS7A, RMND1, GPN1, NUCKS1, C160rf58, SORL1, CRIM1, CCNA2,
GUSB, STOM, ZNF521, WDR54, TIMMDC1, DCXR, TSPAN3, NUP210,
TACC3, HERPUD1, GLE1, ERCC3, TUBB, RAVER2, THRA, OSBPL3,
GADDA45A, MAGED1, CNOT8, ALDH6A1, UNG, SLC25A38, JAKMIP2,
FAM69B, TIMM22, ABCB1, CDCA7L, APLP2, TIMM13, RNF20, KLHDC3,
SLC25A36, TNFRSF21, SLC35B2, DDOST, CITED2, HIBADH, SPRY1,
ESYT2, KLHL9, CDIPT, TXN2, ATGOA, SLC29A3, AHNAK, PRKAR2B,
VPS25, ITGA6, C150rf40, NAA3S, RPA2, DPY19L3, ZMYNDS, MBOAT1,
C180rf8, FN3KRP, ANKMY2, SLA2, VCL, ENSA, PIK3R1, SNRPN, PQLC3
hsa-miR-222-3p ERLIN1, NUCKS1, PELI2, ANXA1, RCSD1, CD164, VCL, PRPS1, MAGED1,
SV2A, POLE, CASP3, APLP2, KIT, SLC25A36, PEBP1, COX15, TOM1,
UBR7, SESN3, HIST1HALPSIP1, SLC40A1, ANAPC16, SCD5, OSBPL3,
ZNF704, SRD5A3

hsa-miR-518f-3p ERCC3, PRDX6

hsa-miR-24-3p ARHGAP1, COPS7A, SOX4, CHST12, BBS2, NUCKS1, MBOAT1, CCNA2,
HLA-E, TSPAN3, NUP210, TACC3, GLE1, PREPL, TUBB, MCMS5, ATP1B1,
CD164, MAGED1, ACAA2, SV2A, SPIN4, UNG, ALDH5A1, GSR, ATP9A,
URM1, MRPL16, TBC1D14, BLVRB, GLUL, KLHDC3, FKBP8, SLC25A36,
PRIM1, SLC35B2, DDOST, MAP7, CITED2, MPI, SNRPN, SPRY1,
SMARCAL1, RRP1B, COX15, KATNB1, ZNF704, PRDX6, BNIP3L, AHNAK,
VPS25, TRIM25, CIRBP, ZMYNDS8, PPP1R3D, CCDC134, NKAIN2,
BNIP3L, TRIMMG66, PITPNC1, CCDC134, NKAIN2, CD99, ERGIC1,

PCYOX1

hsa-miR-628-5p TSPAN3, TACC3, PBX1, CNOTS8, FBN1, SPRY1, ZNF704, BNIP3L, AHNAK,
ZMYNDS8, ZKSCAN1, JAKMIP2, PPP11R3D, TRIM66, ST3GAL1, PRIM1,
KIF11

hsa-miR-191-5p NUCKS1, MRPL37, URM1, FN3KRP, AHNAK, CIRBP, ZKSCAN1, SOX4,
C30rf80

hsa-miR-484 SAP18, COX8A, NUCKS1, HIST1H1C, CRIM1, SLC43A1, TSPAN3, TUBB,

MCMS, C60rf48, PRPS1, ZNF768, MAGED1, NDFIP1, FAM69B, TYMS,
HIST1H3l, IQGAP2, CCDC134, CDCA7L, CABLES1, GLUL, DDOST,
RRP1B, SELPLG, RNF167, SLC2A1, RFC5, ATG9A, SESN3, CREGI,
AHNAK, NCOA4, HISTIH4L, HIFO, HEXA, GCNT1, ZMYNDS, CAMLG,
HSH2D, FAM65B, ASH2L, NOB1, ABCA2, RCDS1, ERLIN2, FAMG65B,
TSR2, SPNS3, PIGP, ASH2L, IGBP1, ENY2, LAIR1

hsa-miR-155-5p INPP5D, PYGL, NUCKS1, TSPAN3, EEFSEC, ERLIN2, CAT, ALDH5AL,
ERMP1, FBN1, MRPL16, CD68, TMEM14C, TBC1D14, KANK2, PDK1,
TIMM13, PIK3R1, PCCB, PEBP1, ANTXR2, ERGIC1, AHNAK, XPC, PSIP1,
PCYOX1, QPCTL, METTL7A, NOB1, PPP1R3D, ZKSCAN1, ANAPC1S6,
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ASF1A, NDFIP1, SPIN4, GLUL, SLC25A36, CD99L2, EEPD1, KIAAOO87,
GPSM2, ZNF385D, GCNT1

hsa-miR-223-3p NUCKS1, CRIM1, NUP210, DECR1, BLVRB, PPP1R3E, CAT "
o
hsa-miR-193b-3p | NUCKS1, C160rf58, CCNA2, NT5C2, ENDOD1, TACC3, EEFSEC, PBX1, S
TUBB, MCMS5, TPX2, UNG, POLE, ATP9A, TYMS, HIST1H3I, CDCA7L, 8
KANK2, PIK3R1, PRIM1, TNFRSF21, ZNF823, KIF11, DCPS, ESYT2, >
UBR7, TXN2, RFC5, HISTIH1B, PSIP1, SLCA0A1, GPATCH11, AP3M2, o
SPNS3 o
hsa-miR-136-5p GLE1, ERCC3, TMEM38B, POLE, SGIP1, PIK3R1, ARHGEF9, FBN1
hsa-miR-320a SOX4, NUCKS1, CCNA2, TSPAN3, HERPUD1, PBX1, TUBB, ATP1B1,

MLLT3, CD164, OSBPL3, VCL, ENSA, ATP9A, RNF130, HIST1H3I,
IQGAP2, PIGP, TBC1D14, GLUL, MPI, RRP1B, PJA2, CDIPT, SLC2A1,
PRDX6, ENY2, HISTIH4L, PSMF1, METTL7A, RPA2, SVIL, ZMYNDS,
SUMF2, PRKACB, ANKRD13A, PELI2, PAIP2B, FAM69B, SGIP1, MN1,
FAMS8A1, PDK1, RNF20, SLC25A36, PCCB, MAP7, NKAIN2, ZNF704,
SSBP2, SESN3, BNIP3L, ITGA4, TCTEX1D1, DPY19L3, BAALC

hsa-miR-574-3p AHNAK, H1FO
hsa-miR-483-5p TRIMME66, HSH2D
hsa-miR-150-5p TRIMM®66, FAM32A, GLE1, ERLIN2, SLC25A30, PIGP, PLACS, PIK3R1,

PRIMI1, KIAAOO87, ERGIC1, ALDH6A1, ATPSA, MN1, PBXIP1, DDOST,
FLT3, SLC2A1, ATG9A, FUCA1, ZMYNDS8

hsa-miR-454-3p ARHGAP1, SOX4, NUCKS1, BNIP3, TSPAN3, HERPUD1, MRPL37,
UQCR10, CCDC134, MAP7, DCPS, UBR7, PRDX6, RPA2, SAP18, THRA,
GADDA45A, PCYOX1, RPA2, PRKACB

3.6. Viabilidad de células CD34" que han incorporado VE vs células CD34*
basales

Como ya se habia observado en los resultados de los arrays, tanto la incorporacion de
MSC-VE como la incorporaciéon de IRR-MSC-VE parecian estar favoreciendo la viabilidad de las
células CD34*. Con el fin de confirmar estos resultados, se analizé la viabilidad y el porcentaje
de muerte de estas células empleando el kit de marcaje de Anexina V y 7AAD para citometria
de flujo. Se analizé la viabilidad de las células CD34* tras 24h (n=14) y 48h (n=11) de co-
cocultivo solas, con MSC-VE o con IRR-MSC-VE. Se observé que tras 24h de co-cultivo, todas
las condiciones de estudio presentaban una viabilidad alta, un 87% [80.19% - 93.02%] vy, por
tanto, la incorporacién de VE apenas causaba efecto sobre la viabilidad de estas células. Sin
embargo, a las 48h, la viabilidad de las células CD34* solas era del 67.28% [63.66% - 72.62%)]
y laincorporacién tanto de MSC-VE como de IRR-MSC-VE incrementaba su viabilidad a 72.19%
[67.85% - 83.7%] y 71.64% [68.43% - 76.75%], respectivamente (Figura 45).
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Figura 45. Estudio de viabilidad en células CD34" solas, células CD34* que han incorporado MSC-VE y células
CD34* que han incorporado IRR-MSC-VE. Ensayo de viabilidad tras 24 horas (n=14) y 48 horas (n=11) de co-
cultivo. Las células se incubaron con Anexina V, 7AAD y CD34 y la expresion de los diferentes marcadores se

analizdé mediante citometria de flujo.

3.7. Activacion de Caspasas en células CD34" que han incorporado MSC-VE

vs células CD34" solas
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Figura 46. Estudio de activacion de caspasas en células CD34" solas y células CD34* que han incorporado MSC-
VE. Analisis de la activacidn de Caspasas 3/7 y Caspasa 9 tras 24 horas de co-cultivo (n=10) Resultados expresados

como RLU (relative light units).
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Los estudios gendmicos presentaron una disminucidn de la expresion de caspasas tras
la incorporacion de VE, para confirmar estos resultados estudiamos si las células que habian
incorporado MSC-VE presentaban unos niveles de caspasas activas mas bajos que las células
CD34* control (n=10). Observamos una disminucién estadisticamente significativa tanto de las

Capasas 3/7 como de la Caspasa 9 activas tras la incorporacion de MSC-VE (Figura 46).

3.8. Fosforilacion de STAT 5 en células CD34" que han incorporado MSC-VE
vs células CD34" basales

Puesto que en el andlisis de los arrays se habia observado una sobre-expresién general
de la via JAK-STAT, quisimos analizar los niveles de STAT5 fosforilado mediante Wes Simple.
Tras un analisis cuantitativo mediante el software Compass, detectamos que el ratio STATS
fosforilado/STAT5 aumentaba en todos los casos en los que las células CD34* habian
incorporado MSC-VE con respecto a las CD34* control, aunque el aumento era muy

heterogéneo entre las diferentes muestras de MSC-VE (Figura 47).
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Figura 47. Anilisis de la fosforilacion de STAT 5 mediante Wes Simple en células CD34" solas y células CD34*
que han incorporado MSC-VE. Resultados de la cuantificacidn de calnexina, STAT 5 y STATS5 fosforilado en células
CD34* visualizado en blots virtuales tras 24 horas de co-cultivo con MSC-VE o solas (arriba). Picos de expresion
de calnexina, STAT5 y STAT 5 fosforilada en una muestra representativa de células CD34* solas y células CD34*
que habian incorporado MSC-VE (abajo). Ambas imagenes se obtuvieron mediante un andlisis con la herramienta
Compass Software.
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3.9. Capacidad proliferativa de células CD34* que han incorporado VE vs
células CD34" basales

Con el fin de profundizar mas en el efecto de la incorporacién de VE en las células
CD34*, se estudié también como afectaba la incorporacion de MSC-VE e IRR-MSC-VE al ciclo
celular en 11 muestras de células CD34". Tras 24h de co-cultivo con cualquier tipo de VE, se
observé un incremento en el porcentaje de células en fase S con respecto a las células CD34*
basales siendo mas evidente cuando las células CD34* incorporaban IRR-MSC-VE (p=0,048).
Ademas, en ambos casos se detectd una disminucidn significativa del porcentaje de células en
fase Go/G1 (p=0,032 and p=0,020) con respecto a las que habian sido cultivadas en ausencia
de VE. No se observaron diferencias significativas entre el cultivo con MSC-VE o con IRR-MSC-

VE en ningln caso (Figura 48).
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Figura 48. Anilisis de proliferacion de células CD34* basales, células CD34* que han incorporado MSC-VE y
células CD34* que han incorporado IRR-MSC-VE. Estudio del ciclo celular en células CD34* tras 24 horas de co-
cultivo con MSC-VE e IRR-MSC-VE mediante citometria de flujo. Datos representados como porcentaje de células
en cada fase. Datos analizados en 11 muestras.
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3.10. Andlisis de expresion de genes implicados en hematopoyesis en
células CD34" que han incorporado VE vs células CD34" solas

RT-PCR

Estudiamos si la incorporacion de VE variaba la expresion de genes implicados en
hematopoyesis en las células CD34* mediante RT-PCR (n=10). Observamos que tanto la
expresion de SDF1 como la de COL1A1 aumentaba significativamente tras la incorporacion de

cualquiera de los dos tipos de VE, sin diferencias significativas entre ellas (Figura 49).
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Figura 49. Anilisis de la expresidn de genes implicados en hematopoyesis en células CD34* solas, células CD34*
que han incorporado MSC-VE y células CD34* que han incorporados IRR-MSC-VE mediante RT-PCR. Analisis de
la expresion de SDF-1 y COL1A1 mediante RT-PCR tras 24 horas de co-cultivo. GAPDH se empled como gen
control. Para este estudio se emplearon 10 muestras.

Citometria de Flujo y Western blot

Se analizd también la expresién proteica de algunas moléculas en células CD34*. Se
detectd tanto un aumento significativo de la expresién de CD44 como una disminucién
significativa de la expresion de cKIT con la incorporacién tanto de MSC-VE como de IRR-MSC-
VE, sin diferencias significativas entre ambos tipos de VE. No se encontraron diferencias
significativas en la expresiéon de CXCR4 e ITGA4 entre ninguna de las tres condiciones

experimentales analizadas (Figura 50).
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Figura 50. Analisis de la expresion de genes implicados en hematopoyesis en células CD34* solas, células CD34*
que han incorporado MSC-VE y células CD34* que han incorporados IRR-MSC-VE mediante citometria de flujo.
Analisis de la intensidad media de fluorescencia de proteinas implicadas en hematopoyesis como CD44, CXCR4,
ITGA4 y cKIT mediante citometria de flujo tras 24 horas de co-cultivo. Las muestras se adquirieron en un
citémetro FACS Calibur Para este estudio se emplearon 10 muestras.

La expresion proteica de CXCR4 y cKIT se confirmdé mediante WES Simple (n=6) (Figura
51).
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Figura 51. Anilisis de la expresién de genes implicados en hematopoyesis en células CD34" solas, células CD34*
que han incorporado MSC-VE y células CD34* que han incorporados IRR-MSC-VE mediante WES simple.
Analisis de la expresidn relativa de CXCR4 y cKIT con respecto a calnexina en células CD34* tras 24 horas de co-
cultivo con VE. Para este estudio se emplearon 6 muestras.

3.11. Capacidad clonogénica de células CD34* que han incorporado VE vs
células CD34" basales

Tras la confirmacion de la variacidon tanto génica como proteica de moléculas
implicadas en hematopoyesis quisimos estudiar el efecto de la incorporacion de VE a las
células CD34* en cuanto a su capacidad clonogénica. Cultivamos las células en las 3
condiciones experimentales (solas, con MSC-VE o con IRR-MSC-VE) durante 24 horas, tras las
cuales se analizé su capacidad de formar colonias (n=10). Observamos que la capacidad de las
células CD34* para formar colonias CFU-GM aumentaba significativamente con la
incorporacion de VE tanto MSC-VE como IRR-MSC-VE (p=0,032 y p=0,024, respectivamente).
No se encontraron diferencias significativas entre los dos tipos de VE. Tampoco de detectaron
diferencias en el tamafio y forma de las colonias entre los diferentes grupos de estudio (Figura

52).
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Figura 52. Anilisis de la capacidad clonogénica de células CD34* solas, células CD34* que han incorporado
MSC-VE y células CD34* que han incorporados IRR-MSC-VE. Total de colonias CFU-GM formadas por las células
CD34"* tras 14 dias de cultivo en medio de metilcelulosa. El analisis se realizé en 10 muestras.

3.12. Modelo murino

Por ultimo, con el fin de analizar si todas estas alteraciones causadas en las células
CD34* tras laincorporacion de VE in vitro, tenian consecuencias funcionales in vivo en relaciéon
con su capacidad de injerto, se desarrolld6 un modelo murino de xenotrasplante
hematopoyético. Para ello, inyectamos células CD34* humanas co-cultivadas durante 24 horas
en las 3 condiciones (solas, con MSC-VE o con IRR-MSC-VE) en el fémur derecho de ratones
NOD-SCID. Cuatro semanas después analizamos el quimerismo humano en MO de fémur
inyectado (derecho), fémur no inyectado (izquierdo) y en bazo mediante citometria de flujo
(n=10). La capacidad de injerto de las células humanas se representd como el porcentaje de
célula CD45* humanas del total de células analizadas. En cuanto a los fémures derechos, se
observd que el porcentaje de células CD45* humanas era significativamente superior en los
ratones que habian sido trasplantados con células CD34* que habian incorporado MSC-VE
(p=0,027) o IRR-MSC-VE (p=0,002) en comparacion con las células CD34* solas. No se

encontraron diferencias significativas entre los dos tipos de VE. En cuanto al analisis de los
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fémures izquierdos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas de

guimerismo humano entre las 3 condiciones analizadas. En bazo se detecté un aumento del
porcentaje de células CD45* humanas cuando las células CD34* habian incorporado IRR-MSC-

VE en comparacién con las células solas (p=0,0039) o con MSC-VE (p=0,0283) (Figura 53).

RENEL S
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Figura 53. Andlisis del injerto de células CD34* humanas solas, células CD34* que han incorporado MSC-VE y
células CD34* que han incorporado IRR-MSC-VE en ratones NOD/SCID. Porcentaje de células CD45* humanas
en el total de células analizadas aisladas de MO de fémur derecho (inyectado), fémur izquierdo (contralateral) y
bazo mediante citometria de flujo 4 semanas después del trasplante. Los datos representan la mediana de 10

experimentos.

Ademas, se analizé el injerto humano de cada linaje hematopoyético por separado,
determinando cada linaje por sus marcadores especificos. Este andlisis se realizé Unicamente

en los fémures derechos, en los que se habia realizado la inyeccién de las células debido a que
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estos fémures presentaban un porcentaje de células humanas mayor. Se detectd un injerto
significativamente mayor de células CD34*, CD14* y CD19* en los ratones trasplantados con
células CD34* que habian incorporado IRR-MSC-VE en comparacién con los que habian sido
trasplantados con células CD34"* solas (p=0,0078, p=0,0117 y p=0,0391). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el injerto de células mieloides, CD13* (Figura

54).
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Figura 54. Anilisis del injerto de distintas subpoblaciones de células hematopoyéticas humanas en ratones
NOD/SCID. Porcentaje de distintas subpoblaciones de células hematopoyéticas humanas (CD34, CD14, CD13 y
CD19) en MO de fémur derecho (inyectado) analizado mediante citometria de flujo 4 semanas después del
trasplante. Los datos representan la mediana de 10 experimentos.
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Capitulo 3






1. Caracterizacion de VE aisladas a partir de distintas dosis de MSC mediante

NTA

En este estudio, se analizd el efecto que diferentes dosis de VE procedentes de
diferente cantidad de MSC podrian tener al incorporarse a células CD34" aisladas a partir de
corddn umbilical, en concreto las MSC-VE aisladas a partir de 3x10% MSC (6 flask de 75cm? al

60% de confluencia) y de 9x108 MSC (18 flask de 75cm? al 60% de confluencia).

Resultados

En primer lugar, se analizé la distribucion de tamafos y la concentraciéon de

particulas obtenidas en las diferentes dosis mediante NTA en 3 muestras.

E10

3x10° MSC

Concertration (partides / mi)
- " 2

E11l

Concentration (particles / ml)

9x10° MSC

Concentracion (particulas/ml)

Concentracion Particulas

5.0x101 24
4.0x101 24
3.0x101 24
2.0x101 24

1.0x10%1 24

O..

! T
g0 “c 00 0 o Ly «n oo
Size (nm)

Figura 55. Cuantificacion de particulas mediante Nanosight. Analisis de la distribucion de tamafios (nm) y la
concentracion de particulas (particulas/ml) cuantificadas mediante NTA. Ejemplo representativo de una muestra
de VE obtenida a partir de 3x10® MSC y una muestra VE obtenida a partir de 9x10°. Grafico que representa la

media de la concentracién de particulas aisladas en cada condicion (n=3).
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Observamos que el tamafio de las particulas era homogéneo entre las muestras con
una media de 200,60nm (181,6nm-223,5nm) en las VE procedentes de 3x10° MSC y una media
de 185,67nm (147,2nm-227,5nm) en las VE procedentes de 9x10% MSC. Sin embargo, la
concentracion de particulas era significativamente superior en las muestras aisladas a partir
de 9x108 MSC con una media de 3,02x10% particulas/ml en comparacién con las muestras
aisladas de 3x10° MSC con una media de 2,88x10'! particulas/ml. La concentracién de
particulas liberadas por los 9x10® MSC era unas 10 veces superior a la concentracion de

particulas liberadas por los 3x10® MSC (Figura 55).

2. Aislamiento y caracterizacion de progenitores hematopoyéticos de cordon
umbilical

En todos los casos, las células CD34* se aislaron de muestras humanas sanas de cordén
umbilical mediante seleccién inmunomagnética por AutoMACS. En todos los casos la pureza

de las muestras fue superior al 90%.

3. Incorporacion de dosis variables de MSC-VE a células CD34* aisladas a partir
de cordén umbilical

3.1. Analisis de la incorporacion mediante citometria de flujo

Con el fin de analizar si la dosis de MSC-VE afadidas al co-cultivo variaba el porcentaje
de células que incorporan VE, tefiimos las VE con un marcador de membrana Dye Vybrant dil
y, a continuacién, las cocultivamos con las células CD34* durante 24 horas. La incorporacion
fue analizada mediante citometria de flujo. Observamos que la media del porcentaje de
células CD34* que habian incorporado VE fue del 14,32% en el caso de las MSC-VE procedentes
de 3x10°MSCy del 44,80% en el caso de las MSC-VE procedentes de 9x10°, siendo la diferencia
estadisticamente significativa. Como control, las células se cultivaron en las mismas
condiciones con medio de cultivo sin VE previamente tefiido con solucién fluorescente dye

Vybrant dil (Figura 56).
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Figura 56. Andlisis de la incorporaciéon de VE por células CD34* mediante citometria de flujo. Imagenes
representativas de la incorporacién mediante citometria de flujo en 1 muestra. Los dos primeros dot plots
muestran los ejes forward y side (1) y la seleccién de las células que son positivas para el anticuerpo CD34 (lI). El
resto de los dot plots representan el porcentaje de células que han incorporado VE: células CD34* con
sobrenadante tefiido con DYE (lll), células CD34* cultivadas con VE aisladas a partir de 3x10% MSC (IV), células
CD34* cultivadas con VE aisladas a partir de 9x10% MSC (V).

3.2. Papel de la dosis de MSC-VE en la viabilidad de células CD34*

Como ya se habia visto en el capitulo anterior, la incorporacién de MSC-VE favorece la
viabilidad de las células CD34* aisladas a partir de SP movilizada. Con el fin de confirmar estos
resultados en células CD34"* aisladas a partir de cordén umbilical y analizar el efecto de las
diferentes dosis de VE, se analizd la viabilidad empleando el kit de Anexina Vy 7AAD mediante
citometria de flujo tras 24 horas (n=10) y 48 horas (n=10) de co-cultivo. A pesar de que tras 24
horas de co-cultivo no se observaban diferencias, tras 48 horas las células CD34* sin MSC-VE
presentaban una viabilidad menor 60,38% [59,91% - 64,93%] que las células CD34* que las
que habian incorporado MSC-VE procedentes de 6F 61,23% [57,76% - 71,97%] o de 18F
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70,30% [63,43% - 72,42%)], siendo la viabilidad de estas ultimas la mayor aunque en ningun

caso los resultados alcanzaron significacién estadistica (Figura 57).
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Figura 57. Estudio de viabilidad en células CD34* solas, células CD34" que han incorporado MSC-VE aisladas a
partir de 3x106MCS y células CD34* que han incorporado VE aisladas a partir de 9x106MCS. Ensayo de viabilidad
tras 24 horas y 48 horas (n=10) de co-cultivo. Resultados expresados como media del porcentaje de células.

3.3. Estudio de la influencia de la dosis de MSC-VE en la expresion de
moléculas relacionadas con la hematopoyesis en células CD34*
mediante Citometria de Flujo

Del mismo modo, se analizdé de qué manera afectaba la incorporacion de las diferentes
dosis de MISC-VE a la expresion proteica de estas moléculas implicadas en hematopoyesis en
las células CD34* mediante citometria de flujo (n=10). Se observé que la expresién de CD44
aumentaba significativamente tras la incorporacion de ambas dosis de MSC-VE con respecto
a las células CD34* que habian sido cultivadas solas (p=0,002 en ambas comparaciones) y

ademas incrementaba significativamente de manera dosis-dependiente (p=0,013).

En cuanto a la expresion de CXCR4, se encontraba ligeramente aumentada

Unicamente con la dosis baja de MSC-VE (p=0,048).
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La expresion de cKIT, no variaba al incorporar las VE aisladas a partir de 3x10°MSC, sin

embargo, se encontraba significativamente disminuida tras la incorporacién de una dosis de

MSC-VE mayor.

Por ultimo, la expresién de ITGA4 no variaba entre las distintas condiciones (Figura 58).
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Figura 58. Anilisis de la expresion de proteinas implicadas en hematopoyesis en células CD34" solas, células
CD34* que han incorporado MSC-VE aisladas a partir de 3x10°MCS y células CD34* que han incorporado VE
aisladas a partir de 9x10°MCS mediante citometria de flujo Anilisis de la intensidad media de fluorescencia de
proteinas implicadas en hematopoyesis como CD44, CXCR4, ITGA4 y cKIT tras 24 horas de co-cultivo. Para este
estudio se emplearon 10 muestras.
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3.4. Influencia de la dosis de MSC-VE en la capacidad clonogénica de
células CD34"

A continuacidn, se analizé la capacidad clonogénica de las células CD34* aisladas de
corddn umbilical y si esta se veia afectada con la incorporacién de las diferentes dosis de MSC-
VE. Al igual que hemos mencionado antes, se cultivaron las células en las 3 condiciones
experimentales (solas, con MSC-VE aisladas a partir de 3x10® MSC o con MSC-VE aisladas a
partir de 9x10% MSC) durante 24 horas y se analizd su capacidad de formar colonias (n=10).
Observamos que la capacidad de las células CD34* para formar colonias CFU-GM aumentaba
significativamente con la incorporacién de ambas dosis de VE (p=0,019 y p=0.013) sin existir

diferencias significativas entre las dos dosis analizadas (Figura 59).
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Figura 59. Analisis de la capacidad clonogénica de células CD34" solas, células CD34* que han incorporado
MSC-VE aisladas a partir de 3x10°MCS y células CD34* que han incorporado VE aisladas a partir de 9x10°MCS.
El nimero total de colonias CFU-GM formadas por las células CD34* se contaron tras 14 dias de cultivo en medio
de metilcelulosa. El andlisis se realizé en 10 muestras.
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3.5. Papel de la dosis de MSC-VE en la capacidad de injerto de las
células CD34"* en ratones NOD-SCID

Por ultimo, de igual manera que se realizé en el capitulo anterior, se empled el mismo
modelo murino de xenotrasplante hematopoyético, esta vez con el fin de analizar si la
incorporacion de una dosis mayor de VE a las células CD34* de corddn, podria incrementar
todavia mas su capacidad de injerto.

Para ello, inyectamos células CD34* humanas co-cultivadas durante 24 horas en las 2
condiciones experimentales indicadas (con MSC-VE aisladas a partir de 3x108MSC o con con
MSC-VE aisladas a partir de 9x10°MSC) en el fémur derecho de ratones NOD-SCID y después
de 4 semanas se analizé el quimerismo humano en MO de fémur inyectado (derecho), en el
el fémur no inyectado (izquierdo) y en bazo mediante citometria de flujo (n=5). La capacidad
de injerto de las células humanas se representd como el porcentaje de célula CD45* humanas
del total de células analizadas. No se observaron diferencias significativas en el injerto humano
ni en los fémures derechos, ni en los fémures izquierdos, ni en los bazos analizados (Figura

60).
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Figura 60. Analisis del injerto de células CD34* que han incorporado MSC-VE aisladas a partir de 3x10°MCS y
células CD34* que han incorporado VE aisladas a partir de 9x10°MCS en ratones NOD/SCID. Representado como
el porcentaje de células CD45* humanas en el total de células analizadas aisladas de MO de fémur derecho
(inyectado), fémur izquierdo (contralateral) y bazo mediante citometria de flujo 4 semanas después del
trasplante. Los datos representan la mediana de 10 experimentos.
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6. Discusion






Hoy en dia, el trasplante de progenitores hematopoyéticos, se considera un
tratamiento estandar para multiples enfermedades del sistema hematopoyético, siendo en
algunas ocasiones la Unica alternativa terapéutica. El intercambio de informacién entre las
células hematopoyéticas y su micromedioambiente en la médula 6sea es clave para el
correcto desarrollo de la hematopoyesis, para el anidamiento o homing de las HSC y por tanto
para el injerto tras un TPH. Previo al TPH, es necesario el acondicionamiento del receptor. Tras
dicho acondicionamiento, las HSC son eliminadas debido a su sensibilidad a tanto a agentes
quimioterdpicos como a la radioterapia. Sin embargo, se ha demostrado que el efecto de la
irradiacion es dependiente de la dosis, o mas concretamente, que existe un efecto de
hormesis, es decir, que dosis bajas de irradiacidn tienen un efecto contrario al de dosis altas y
es que, dosis bajas de irradiacion pueden estimular la proliferacion de las células
hematopoyéticas, favorecer su movilizacién a sangre periférica y acelerar la reconstitucion de
la hematopoyesis tras ser trasplantadas. De hecho, en algunos estudios se ha observado cémo
HSC trasplantadas a partir de un ratdn previamente irradiado con dosis bajas de ICT injertan
mejor en el ratdn donante que HSC aisladas de un ratén que no ha sido previamente

irradiado’801%2,

Sin embargo, el efecto de la irradiacidn sobre las MSC no ha sido estudiado con tanta
profundidad. Se sabe que son mas resistentes que las HSC a la irradiacién y que tras un TPH
las MSC siguen siendo del receptor!!’. También se ha visto que a pesar de mantener su
viabilidad, las MSC pueden verse alteradas tras dosis altas de irradiacién. Por el contrario, los
efectos de las dosis bajas de irradiacién sobre el estroma humano han sido muy poco
estudiados. Esto ademds tiene una notable importancia, porque varios grupos estan
empleando dosis bajas (hasta 200 cGy) de ICT como Unico acondicionamiento en pacientes
muy fragiles o de edad avanzada'®® 1, Los resultados de nuestros estudios muestran que las
alteraciones génicas y en la capacidad de diferenciacion de las MSC, inducidas por una dosis
baja de irradiacién, mejoran su capacidad de soporte de la hematopoyesis. En este sentido,
con respecto a la radiorresistencia de las MSC, hemos observado que tras 2,5Gy las MSC
mantienen su morfologia habitual de célula fibroblastica y la capacidad de adherencia al
plastico como era esperable. Ademas, ni su viabilidad ni su perfil inmunofenotipico se ven
alterados, como ya se habia descrito en trabajos anteriores'??. De acuerdo con estos datos,

Sugrue et al. describieron en lineas de MSC murinas como estas MSC expresan niveles altos
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de proteinas de respuesta a dano en el DNA (DDR) que les permiten, crear respuestas al dafio
por irradiacion. Estos mecanismos se podrian deber a la activacion de DDR mediante la
formacidn de y-H2AX, a la parada del ciclo celular o la reparacién de roturas de doble hebra
en el DNA. Es por ello que varios trabajos reportan que al irradiar las MSC a dosis medias o
altas, se observaba un retraso en la progresion del ciclo celular debido a una parada en fase
G2 que permite la reparacion del DNA antes de entrar en la siguiente fase del ciclo. Ademas,
las MSC expresan altos niveles de proteinas anti-apoptéticas, niveles bajos de proteinas pro-

apoptoticas y una alta capacidad anti-oxidantel?% 21,

Estd descrito en la literatura como las MSC humanas responden de forma diferente a
la irradiacién dependiendo del lugar anatdomico en el que se encuentren. Tras una exposicién
a diferentes dosis de irradiacién, las MSC presentes en mandibula o maxila superior se
recuperan de la irradiacion antes que las localizadas en la cresta iliaca'®. Como ya se ha
comentado, los efectos de la irradiacién también son dependientes de la dosis, asi se ha visto
que la proliferacion de las MSC se ve reducida de manera dosis dependiente desde 2Gy hasta
10Gy!%% 125 184 mjentras que dosis muy bajas de irradiacién aumentan la proliferaciéon de MSC
en cultivol?> 127185186 aunque nosotros no hemos observado este hecho en nuestro estudio,
puesto que la proliferacién y crecimiento de las MSC irradiadas con 2,5 Gy fueron similares a

las de las MSC basales.

Por otro lado, hemos detectado una alteracion global de la expresidn génica de las MSC
tras la irradiacién, estos resultados concuerdan con publicaciones anteriores en las que
describen como dosis bajas de irradiacién causan alteraciones genéticas en varios tipos de
células humanas como sangre, piel, células embrionarias y MSC'®’. En nuestro anilisis,
encontramos una sobre-expresion de 5 genes implicados en ciclo celular, dimerizacién de
proteinas y formacion de vesiculas y una infra-expresién de mas de 40 genes siendo el mas
infra-expresado PDK1. Este gen estd implicado en la adipogénesis mediante la activacion de
CEBPA via GSK'8, La infra-expresion de PDK1 en las MSC irradiadas podria suponer la infra-

expresion de CEBPA contribuyendo a la disminucion de la adipogénesis.

Ademads, observamos que moléculas clave en la comunicacién entre las HSC y su

micromedioambiente, como ANGPT y SDF-1, se encuentran significativamente sobre-
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expresadas en las MSC irradiadas. Estas moléculas son muy importantes en el mantenimiento
de las HSC en el nicho e intervienen en el correcto desarrollo de la hematopoyesis. SDF-1 a
través de la interaccién con CXCR4 expresado en las HSC?® y ANGPT-1 mediante la activacién
del receptor TIE-2 de las HSC?*. En relacion con estos datos, ya se habia descrito que dosis
bajas de irradiacion pueden inducir cambios en la secrecién de algunos factores como SCF,
GM-CSF e IL-11 por parte de las MSC pudiendo influir asi en el sistema hematopoyético y en
el sistema inmune!®. Observamos ademas un aumento en la liberacién de SDF-1 por parte de
las MSC irradiadas tanto a 1 como a 3 dias tras la irradiacidn con respecto a las MSC control.
Estos resultados confirmaron los reportados anteriormente de forma similar por Poncin et. al,

remarcando la implicacién de SDF-1 en promover la diferenciacién osteoblastica'®.

Analizamos también la capacidad de diferenciacién de las MSC y observamos que,
después de ser irradiadas, las MSC siguen siendo capaces de diferenciarse al menos a
adipocitos y osteoblastos en medios de diferenciacién especificos como ya se habia descrito
en MSC humanas tratadas con dosis de irradiaciéon de 4Gy a 10Gy''? o incluso de hasta 30Gy
y 60Gy*. Sin embargo, a pesar de que siguen diferencidndose, hemos observado que lo hacen
de diferente forma y es que el balance osteogénesis/adipogénesis se encuentra alterado,
observamos una clara reduccién en el nimero de adipocitos en las MSC irradiadas. Ademas,
comprobamos que los niveles de expresion de CEBPA y PPARG, dos moléculas clave en la
diferenciacién adipogénica, se encuentran significativamente disminuidos en las MSC basales
gue habian sido irradiadas con respecto a las MSC control, estos resultados mantienen la
concordancia con la infra-expresién del gen PDK1 descrita anteriormente. Todo estos
resultados concuerdan con varios estudios en los que describe una disminucion de la
diferenciaciéon adipogénica en MSC irradiadas de ratén, rata o humanas a diferentes dosis de
irradiaciont?? 124 125 | os cambios observados en la capacidad de diferenciacién osteogénica
tras la irradiacion, sin embargo, son mas sutiles. Detectamos que la expresién de RUNX2,
implicado en osteogénesis temprana, estaba significativamente disminuida mientras que la
expresion de SPP1, implicado en osteogénesis tardia y mineralizacién, se encontraba
aumentada significativamente tras la irradiacion en MSC basales. Estos resultados se
confirmaron por el aumento en los niveles de depdsitos de calcio en las MSC irradiadas. Otros
estudios también reportan de forma similar el aumento en la expresidon de RUNX2, ALP vy

osteocalcina en MSC irradiadas con dosis de hasta 7 y 12Gy*?%. En relacién con estos
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resultados, el grupo de Abramovitch-Gottlib, estudid el efecto de dosis bajas de irradiacion
laser sobre MSC de ratén cultivadas sobre una matriz bioldgica tridimensional de CaCOs,
observando mayor nivel de osificacidon en las MSC irradiadas con respecto a las MSC control
tras 28 dias de cultivo!®l. También se ha visto como dosis bajas de irradiacién en MSC de MO
de ratas con osteoporosis post-menopausica aumentan su viabilidad, ciclo celular, secreciéon
de TGFB y expresiéon de ALP mejorando la calidad del hueso®2. Otros grupos han reportado

resultados similares con dosis bajas de irradiacién en MSC humanas cultivadas in vitro??3 127,

Sin embargo, en otros trabajos se han obtenido resultados diferentes en cuanto a la
diferenciacién osteogénica de las MSC. Tras ser irradiadas con dosis bajas de 2Gy 6 3Gy
observaron mediante ensayos de calcio, tincion de Von Kossa o actividad ALP como la
capacidad de diferenciacion a la linea osteogénica se veia reducida en las MSC'%% 12>, Estas
diferencias en los resultados de los diversos grupos podrian deberse a que la mayoria de los
estudios estan hechos sobre células primarias aisladas a partir de MO mediante una
metodologia que no permite aislar un Unico tipo de MSC sino que lo que se aisla es una mezcla
de MSC progenitoras mas inmaduras con MSC mas diferenciadas. Esta visto que las MSC mas
diferenciadas son mucho mas resistentes a la irradiacién que las MSC mds inmaduras, y esto

puede llevar a la obtencidén de diferentes resultados entre grupos!?2.

Analizamos ademas el efecto de la irradiacidn en la capacidad de diferenciacién de las
mismas células, pero induciendo su diferenciacion mediante el cultivo en medios de
diferenciacion especificos. En este caso, la expresién de los marcadores de diferenciacién
adipogénica no se modificaron por la irradiacién y, a excepcidon de SPP1 que seguia estando
aumentado significativamente tras la irradiacién, los marcadores osteogénicos y la expresiéon
de rojo de alizarina tampoco presentaban cambios significativos, por lo que podemos decir
gue la induccidn de la diferenciacién enmascara algunos efectos de la irradiacidn que si que

se detectaban en MSC basales.

Estudios previos han demostrado que la alteracidn en la capacidad de diferenciacion
de las MSC, puede alterar su capacidad de mantenimiento de la hematopoyesis. Cuando se
irradiaron ratones con una dosis de 4Gy con el fin de inducir aplasia en la médula ésea, se

detectd un aumento significativo de marcadores osteogénicos y una disminucidén significativa
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de marcadores adipogénicos en las MSC de médula dsea. Ademas, las MSC aisladas a partir de
estos ratones eran capaces de mantener una hematopoyesis in vitro de forma mas eficaz que
las aisladas a partir de ratones control®°. De acuerdo con estos resultados, en nuestro trabajo
hemos observado como los estromas formados a partir de MSC que habian sido irradiadas con
una dosis de 2,5Gy presentan un menor grado de diferenciacion adipocitica y un mayor grado
de diferenciacidén osteogénica que les lleva a ser capaces de mantener la hematopoyesis de
un modo mas eficaz. Las células CD34" cultivadas sobre estos estromas formaron un numero
mayor de colonias que las células CD34* cultivadas sobre estromas formados a partir de MSC
control. Estos resultados concuerdan ademas con lo demostrado por Navieras et al, en cuanto
a que en las zonas de médula ésea ricas en adipocitos se encuentra una frecuencia menor de
HSC que en las zonas menos ricas en adipocitos. Ademas, en este estudio se reporta que la
ablacién de adipocitos en la médula désea de ratones favorecia la recuperacion de la
hematopoyesis tras la irradiacion, demostrando asi la regulacion negativa de Ia
hematopoyesis por parte de los adipocitos?. Existen también estudios in vitro en los que se
ha visto que MSC humanas inducidas a diferenciarse en adipocitos disminuyen la capacidad
formadora de colonias de las células CD34* 13, Por otro lado, estd demostrado que las células
de linaje osteobldstico son clave en el mantenimiento de la hematopoyesis. Expresan

multiples receptores y secretan varias citocinas que permiten la regulacidn de las HSC!® 2226,

Por tanto, con estos resultados podemos concluir que dosis bajas de irradiacién
inducen en las MSC alteraciones génicas y cambios en su capacidad de diferenciaciéon que

incrementan su capacidad de soporte de la hematopoyesis.

Por otro parte, existen multiples estudios en los que se ha visto que las MSC son
capaces de mantener una hematopoyesis in vitro no solo mediante contacto célula célula sino
también mediante la secrecion de determinadas citocinas'®*. Ademas, se ha publicado en
modelos murinos que la co-infusién de MSC humanas expandidas ex vivo con las HSC
promueve la mejora del injerto hematopoyético y reduce la EICR post-trasplante!®>1%,
Actualmente, la administracion de MSC junto con las HSC en el contexto del trasplante
hematopoyético se esta evaluando en ensayos clinicos, la mayoria de ellos se han basado en
pacientes con EICR resistente a esteroides!*V 142 147 pero también se estan desarrollando

ensayos clinicos para el tratamiento de fallo de injerto o injerto pobre en pacientes sometidos
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a trasplante hematopoyéticol4> 130 199, 200 an |os que los resultados estdn siendo muy

prometedores.

A pesar de que datos previos de nuestro grupo han demostrado que puede
encontrarse cierto grado de quimerismo mixto en las MSC tras un alotrasplante?°?, el efecto
terapéutico de estas MSC se ha visto que no se debe tanto a su capacidad de injerto y
diferenciacion en el organismo receptor, sino a sus efectos paracrinos. De hecho, la mayoria
de los estudios reportan que tras ser administradas por via endovenosa en el organismo
receptor, no es facil detectarlas en MO sino que la mayoria se acumulan en pulmén y no es
posible su rastreo unos dias después. Sin embargo, a pesar de su ausencia se siguen

observando sus efectos terapéuticos durante un tiempo prolongado®®’.

Ademas de la secrecién de sustancias al medio de forma libre, se ha visto que parte
importante del efecto biolégico de las MSC se debe a la secrecion de vesiculas
extracelulares'®® 292, De hecho, se ha demostrado que las MSC-VE son capaces de mantener
la expansion de células CD34* in vitro?°? y ya se han desarrollado varios estudios pre-clinicos
en los que se ha reportado el papel de las MSC-VE en la mejora del injerto hematopoyético y
la recuperacién hematopoyética tras un trasplante hematopoyético cuando son inyectadas
junto a las HSC!L 204 205 o jncluso cuando son inyectadas solas, sin el soporte

hematopoyético®™°.

Nuestros resultados muestran como este nuevo sistema de comunicacién intercelular
basado en MSC-VE induce un cambio fisioldgico en la célula receptora (CD34*) modificando su
expresion génica, aumentando su viabilidad y capacidad clonogénica in vitro, lo que implica

una mejora de su capacidad de injerto in vivo.

Algunos estudios reportan como las MSC-VE, al ser incorporadas por las células CD34*
pueden alterar su expresion génica, modificando su capacidad de supervivencia vy
favoreciendo su atraccién por la médula ésea'>3. De acuerdo con estos resultados, en nuestro
estudio hemos confirmado que la incorporacién de MSC-VE a las células CD34*, modifica la

expresion de varios genes, en concreto, encontramos 176 genes sobre-expresados y 432 infra-
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expresados con respecto a las células CD34* que no habian incorporado MSC-VE. Varios de los
genes alterados estaban implicados en la via de |la apoptosis, algunos de ellos pro-apoptéticos
se encontraban infra-expresados mientras que otros genes anti-apoptéticos se encontraban
sobre-expresados. Corroboramos mediante citometria de flujo que la proporcién de células
viables era significativamente superior en las células CD34* que habian incorporado MSC-VE y
que ademas la activacion de las caspasas 3/7 y 9 en estas células era significativamente menor.
Estos resultados concuerdan con lo descrito anteriormente respecto a que la incorporacién
de MSC-VE causa una disminucién en los niveles de fosforilacién de H2AX en células CD34* a
las que se les habia inducido dafio, llevando a una mejor reparacion en el DNA y por tanto a
una disminucion de la apoptosis?®.

Por otro lado, se ha descrito que las MSC-VE no solo ayudan a la recuperacion de las
células CD34* mediante la inhibicion de la muerte celular sino también a través de la
estimulacion de la proliferacion celular?® y, aunque en nuestro andlisis no encontramos
cambios significativos en cuanto a la proporcién de células en fase S, si que observamos una
disminucion significativa de células CD34* en fase Go/G: tras la incorporacion de MSC-VE.
Ademas, en el analisis de arrays de expresién, observamos una sobre-expresién de los genes
implicados en la via JAK-STAT la cual confirmamos a nivel proteico con el aumento de los
niveles de STAT 5 fosforilado tras la incorporacion de MSC-VE en las células CD34*. A pesar de
no haber datos previos sobre la implicacion de la sobre-expresion de la via JAK-STAT de forma
probablemente transitoria en las células CD34*, si que es bien conocida la sobre-expresion de
esta via de forma constitutiva en las células CD34*, como ocurre en las neoplasias
mieloproliferativas por la mutacién de V617F de JAK-2, lo que conlleva a un aumento de la
proliferacion y una disminucion de la apoptosis?®® 27, También se ha observado una sobre-
expresion de la via JAK-STAT en células CD34* de pacientes con leucemia mieloide aguda con
respecto a las células stem sanas de sangre periférica o cordon umbilical, lo que sugiere que
en estos casos la via de sefializacion JAK-STAT esta favoreciendo también el crecimiento y la

supervivencia de las células leucémicas?°® 299,

Como se ha demostrado ya en trabajos previos en nuestro grupo, las MSC-VE
contienen moléculas bioactivas como proteinas y RNA que pueden ser transferidos a la célula
a la que se incorporan®>, y desencadenar respuestas dentro de ella. En este trabajo, hemos

observado que la expresiéon de CD44, una molécula muy conocida por su implicacidn en la
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migracion y la adhesion celular, se encuentra sobre-expresada en las células CD34* que han
incorporado MSC-VE. Ademads, confirmamos que las MSC-VE expresan la molécula CD44 en su
superficie mediante citometria de flujo. De acuerdo con estos resultados, otros grupos han

visto como las MSC-VE contienen RNA mensajero para CD44210,

En cuanto a la expresién de la molécula CXCR4, algunos grupos han descrito el
aumento de su expresion en las células CD34* aisladas a partir de cordén umbilical tras la
incorporacion de MSC-VE'®3, En nuestro caso, no encontramos diferencias significativas al
analizar la expresién de esta molécula en células CD34* aisladas a partir de sangre periférica
movilizada (células en las que se han realizado todos los experimentos de células CD34*
discutidos hasta el momento) pero, sin embargo, si que observamos un aumento significativo
de la expresiéon de CXCR4 tras la incorporaciéon de MSC-VE a células CD34* aisladas a partir de
sangre de cordon umbilical. Detectamos también un aumento en la expresién de SDF-1 en las
células CD34* tras la incorporacién de MSC-VE. En relacién con estos resultados, la
importancia del eje SDF-1-CXCR4 en la migracion, el injerto y el mantenimiento de las células
CD34* en médula dsea es incuestionable pero generalmente este eje se tiene en cuenta
solamente en la direccion mds importante, es decir, la interaccidon entre SDF-1 expresado en
las MSC y CXCR4 expresado en las células CD34*. Sin embargo, estd demostrado que las MSC
también pueden expresar niveles bajos de CXCR42'1-213, por lo tanto, el hecho de que la
incorporacion de MSC-VE implique el aumento de la expresién de SDF-1 en las células CD34*,
podria favorecer de alguna manera la interaccion SDF-1-CXCR4, mejorando la capacidad de
injerto de las células CD34*. También detectamos un aumento en la expresidon de PTGS1,
precursor de la Prostaglandina E2 (PGE3) tras la incorporacion de MSC-VE en las células CD34*.

PGE; facilita el anidamiento, la supervivencia y la proliferacién celular?*4,

Por otro lado, comprobamos mediante la aplicacion mirPath de Diana Tools que
muchos de los genes que encontramos infra-expresados tras la incorporacion de MSC-VE en
las células CD34*, son genes diana de los micro-RNAs que encontramos mas expresados en las
MSC-VE en nuestro estudio. Una correlacion similar se habia realizado ya en un trabajo de De
Luca et al. en el que identificaron al menos un gen infra-expresado en las células CD34* como
target de cada uno de los micro-RNAs mas representativos (pertenecientes al primer cuartil)

obtenidos en su estudio de secuenciacion de los micro-RNAs contenidos en MSC-VE,
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demostrando que los micro-RNAs y pi-RNAs contenidos en las MSC-VE alteran la expresion
génica de las células CD34* favoreciendo su supervivencia y proliferacion en todos los linajes
hematopoyéticos'>3. Otros estudios igualmente identificaron los micro-RNAs mas expresados
en las MSC-VE y vieron que entre ellos habia varios implicados en la regulacion de la

hematopoyeis?®.

Finalmente, después de estudiar los cambios génicos y proteicos en las células CD34*
que habian incorporado MSC-VE, lo realmente interesante fue analizar si estas alteraciones
se traducian en cambios funcionales en la célula. Analizamos estas posibles alteraciones tanto
in vitro como in vivo. Los estudios clonogénicos in vitro revelaron que las células CD34* que
habian incorporado MC-VE formaban una cantidad de colonias CFU-GM significativamente
superior a las formadas por las células CD34* control. Estos resultados concuerdan con la
sobre-expresion de algunos genes involucrados en la formacidn de colonias hematopoyéticas
como IL11, CD22 e IL3RA detectada en los arrays de expresion en las células que habian
incorporado MSC-VE. Otros trabajos apoyan estos resultados, mostrando una mayor

capacidad formadora de colonias en las células CD34* que han incorporado MSC-VE>% 203,205,

Los ultimos estudios y los mds relevantes se realizaron en un modelo murino en el cual
se quiso analizar si las MSC-VE podrian mejorar la capacidad de injerto in vivo de las células
CD34*. Para estos experimentos se utilizaron células CD34* aisladas a partir de corddn
umbilical ya que su capacidad de injerto en raton es mayor que las de las células CD34* aisladas
a partir de sangre periférica movilizada?!®. Este cambio en la fuente de aislamiento de células
CD34* con respecto a los experimento in vitro se realizd con el fin de reducir la cantidad de
células CD34* y sobretodo de MSC-VE necesarias para la realizacién de estos experimentos
pero manteniendo en todo momento la proporcién MSC-VE/células CD34* empleada en los
experimentos in vitro. Infundimos las células via intrafemoral ya que es la via de

administracién celular més eficaz cuando el nimero de células administradas es bajo?1®.

Demostramos que los ratones a los que se les habia trasplantado células CD34*
previamente co-cultivadas con MSC-VE presentaban una capacidad de retencién de estas
células en los fémures en los que habian sido inyectadas significativamente mayor. El Unico

estudio similar al nuestro fue publicado por De Luca et al., quienes observaron una mejora en
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el injerto precoz de células CD34* previamente co-cultivadas con MSC-VE 24 horas tras la

infusion, pero no analizaron el injerto humano en tiempos posteriores a las 24 horas'®3.

Otros autores han destacado los potenciales efectos beneficiosos tanto de las MSC-VE
murinas como las humanas en las células CD34* en diferentes disefios experimentales con
objetivos diferentes al nuestro. Del mismo modo, Wen S et al. mostraron como tanto las MSC-
VE murinas como las humanas son capaces de mejorar el injerto de células CD34* murinas que
habian sido dafadas por irradiacion, es decir, las MSC-VE revierten el dafio causado por la
irradiacion en estas células recuperando su capacidad de injerto?°>. Por otro lado, Schoefinius
et al. observaron que mediante la inyeccion de MSC-VE se recuperaba la hematopoyesis en

ratones que habian sido irradiados, incluso sin necesidad de trasplantar células CD34* 19,

Analizamos también el injerto hematopoyético humano en fémur contralateral y bazo
de los ratones sin observar diferencias significativas entre los ratones trasplantados con
células CD34"* control y células CD34* previamente co-cultivadas con MSC-VE en ninguno de
los dos lugares anatédmicos. Con respecto a estos resultados, varios grupos han reportado que
lainyeccion de células via intradsea lleva a una mayor tasa de injerto o quimerismo en el fémur
inyectado a expensas de que el injerto en lugares anatdmicos mas distales sea mas bajo que
lo que seria de haber sido las células CD34* trasplantadas de forma intravenosa. Sugieren que
la retencidn de las células en el lugar en el que han sido inyectadas favorece el quimerismo
local, perjudicando de alguna manera al quimerismo a nivel sistémico?'’’ 218, En estudios
previos publicados por nuestro grupo, ya se habia demostrado que en ratones a los que se les
inyectaron células CD34* humanas via intrafemoral, el porcentaje de quimerismo humano
analizado 6 semanas post-trasplante era superior en el fémur inyectado que en el fémur
contralateral’®. Con estos resultados podemos decir que las MSC-VE incorporadas en las
células CD34* mejoran su capacidad de quedar retenidas en la médula dsea del fémur en el
gue han sido inyectadas pero no se puede concluir que aumenten su capacidad de injerto o
migracion a las distintas partes de la médula ésea del organismo porque no observamos un
aumento del quimerismo global en cada regién. Una hipdtesis posible seria que el aumento
del injerto en el fémur inyectado no es suficiente como para que se pueda extender al resto

de los nichos distales.
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Por otro lado, debido a que habiamos observado en la primera parte del presente
trabajo de tesis doctoral que las MSC pre-irradiadas a dosis bajas eran capaces de mantener
la hematopoyesis de forma mas eficaz que las MSC control, analizamos también el efecto de
las vesiculas extracelulares aisladas a partir de estas MSC irradiadas (IRR-MSC-VE) sobre las
células CD34*y lo comparamos con el efecto de las MSC-VE. Un motivo adicional para realizar
esto experimentos fue que no existen estudios en la literatura que hayan comparado los
efectos de las VE procedentes de MSC pre-irradiadas frente a basales. Para ello, tras
caracterizar ambos tipos de VE y ver que eran comparables en cuanto a morfologia, tamafio y
expresion de marcadores y que se incorporaban en igual cantidad en las células CD34*,
analizamos la expresion de micro-RNAs en ambos tipos de vesiculas y observamos una infra-
expresion general de micro-RNA en las IRR-MSC-VE con respecto a las MSC-VE llegando a
alcanzar significacion estadistica 19 micro-RNA. Analizamos la expresion de algunos de estos
micro-RNA con funciones relevantes en la hematopoyesis en las células CD34* que habian
incorporado MSC-VE o IRR-MSC-VE en comparacidon con las células CD34* control y no
detectamos diferencias estadisticamente significativas en la expresién de ninguno de los
micro-RNA analizados, por lo que a pesar de existir diferencias en cuanto al contenido en
micro-RNA en las VE, estas diferencias no se transmiten a la célula CD34* a la que se
incorporan. Sin embargo, si que encontramos diferencias a nivel génico, 1330 genes se
encontraban sobre-expresados en las células CD34* que habian incorporado IRR-MSC-VE con
respecto a las que habian incorporado MSC-VE. Hemos observado, que las IRR-MSC-VE
ademas de alterar las vias de la apoptosis, JAK-STAT, linaje hematopoyético y receptores de
citocinas de manera similar a como lo hacian las MSC-VE, también causaban la sobre-
expresion de infinidad de moléculas HLA y por tanto, la sobreexpresién de vias como las de
procesamiento y presentacidn de antigenos, rechazo de injerto o enfermedad injerto contra
huésped. También alteran las vias de biogénesis de ribosomas, proteasoma, ciclo celular y

varias vias relacionadas con la disparidad HLA.

A pesar de estas diferencias a nivel génico, no encontramos diferencias significativas
entre los efectos causados por la incorporacion de MSC-VE y la incorporacion de IRR-MSC-VE
sobre las CD34* en cuanto a viabilidad, ciclo celular, expresion de moléculas relacionadas con
el mantenimiento de la hematopoyesis o capacidad formadora de colonias. En cuanto a la

capacidad de injerto, no observamos diferencias significativas entre las células CD34* que
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habian incorporado MSC-VE o IRR-MSC-VE ni en el fémur en el que se inyectan las células ni
en el fémur contralateral, sin embargo, si que se pudo observar un aumento significativo del
injerto en bazo cuando las células CD34* habian sido co-cultivadas con IRR-MSC-VE. Estos
resultados sugieren que los efectos beneficiosos de la irradiacidon sobre el estroma no estan
relacionados con el intercambio de VE entre las células del estroma y las CD34* sino con otros
cambios inducidos en el micromedioambiente medular como la alteracidn en la capacidad de
diferenciacidén de estas células favoreciendo la osteogénesis e inhibiendo la adipogénesis,

como hemos demostrado en este trabajo.

Seguidamente, quisimos analizar in vitro el efecto de las MSC-VE sobre las células
CD34* aisladas a partir de cordon umbilical ya que todos los experimentos realizados in vitro
hasta el momento se habian hecho sobre células CD34* aisladas a partir de sangre periférica
movilizada y, sin embargo, los experimentos realizados en modelos murinos se habian
realizado con células CD34* aisladas a partir de cordén umbilical (esto ultimo en aras de una
menor necesidad de donantes de MSC y de VE para evaluar el injerto, que es mucho mas
eficiente con las células de cordén que con los progenitores adultos movilizados). Como
pudiera ser esperable, los resultados fueron similares a los obtenidos en células CD34* aisladas
a partir de sangre periférica movilizada, aumentando viabilidad, marcadores implicados en
mantenimiento de la hematopoyesis y capacidad clonogénica de las células CD34" tras la
incorporacion de MSC-VE. La Unica diferencia, ya discutida anteriormente, fue que si que
observamos un aumento significativo de la expresion de CXCR4 tras la incorporacion de MSC-
VE, que no observdabamos en el caso de las células CD34* aisladas a partir de sangre periférica.
La mayoria de los trabajos realizados anteriormente se hicieron con células aisladas a partir

de corddn umbilicalt>3 203,

Finalmente, analizamos el efecto de la dosis de VE en los cambios observados. Para
ello evaluamos si una dosis mayor de MSC-VE, concretamente el triple de la empleada hasta
el momento, ejercia un efecto diferente sobre las células CD34" aisladas de corddén umbilical.
Observamos que habia un aumento significativo de las células que habian incorporado MSC-
VE mediante un analisis por citometria de flujo, ademas, algunos efectos como el aumento de
la viabilidad, de la expresién de CD44 o su capacidad clonogénica o la disminucién de cKIT

parecian ser mas pronunciados cuando la dosis de MSC-VE era mayor, sin embargo no
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observamos diferencias significativas en ningln caso y tampoco en su capacidad de injerto en
ratones. Podriamos concluir con estos datos que la dosis empleada para la realizacion de
nuestros estudios ha sido una dosis éptima y que el aumento de estas dosis no aportaria

mejoras adicionales a las ya observadas con |la dosis empleada.

Sin embargo, existen retos y limitaciones para el empleo de VE procedentes de MSC a
escala industrial con fines terapéuticos. Por lo evaluado hasta ahora, nuestros resultados y los
de otros grupos sugieren que los efectos de las MSC-VE sobre las células CD34* no llegan a
igualar a los efectos de las MSC de las que provienen, probablemente porque las MSC actian
no solo a través de sus efectos paracrinos sino también mediante contacto directo. Ademas,
todavia no se conoce por completo el mecanismo de accién de las MSC-VE ni su contenido
tras diferentes estimulos por lo que son necesario mas estudios pre-clinicos que nos ayuden
a elucidar todas estas incégnitas. Por otro lado, hoy en dia, el aislamiento de las MSC-VE es
muy costoso tanto en tiempo como econdmicamente. Por ello, se estd trabajando
intensamente en la estandarizacién de la produccion de MSC-VE estableciendo lineas
inmortalizadas de MSC que permitan la produccion de MSC-VE a gran escala y con un
contenido y funcidon estable?!®. Se estd tratando de poner a punto metodologias como la
filtracidon o la cromatografia que permitan el aislamiento de MSC-VE a partir de grandes
volumenes de medio??°. Por ultimo, seria imprescindible el establecimiento de protocolos
GMP para la purificacién de MSC-VE que aseguren la traslacién de los estudios pre-clinicos a

los ensayos clinicos??%.
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7. Conclusions






1.

Regarding the effects of low-dose y-irradiation on MSC and their impact on the

hematopoietic function:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Irradiated MSC displayed the characteristic fibroblastic-like morphology of this cell
type and their cell surface inmmunophenotype fulfilled the criteria established by the
International Society of Cellular Therapy without differences compared to non-
irradiated MSC.

Low-dose v -irradiation of MSC did not decrease the viability of MSC but induced an
alteration in their gene expression profile increasing the expression levels of some
genes involved in hematopoiesis maintenance as SDF-1 and ANGPT.

Low-dose v -irradiation of MSC favored their differentiation towards osteogenic
lineage and decreased their adipogenic differentiation capacity.

These modifications induced in MSC led to an improvement in their hematopoietic-

supporting ability.

Regarding the effects on MSC-EV incorporation into CD34"* cells and their impact on the

hematopoietic function:

2.1.

2.2.

2.3.

MSC-EV exhibited the EV characteristics described by the International Society of
Extracellular Vesicles, with a size smaller than 200nm, round morphology and
expression of tetraspanin CD63 and CD81.

Human MSC-EV are able to incorporate into human CD34* cells modifying their gene
expression. These modified CD34* cells showed increased viability, increased
expression of CD44 and CXCR4, involved in hematopoiesis maintenance and displayed
a higher clonogenic potential in vitro.

Bone marrow lodging ability assessed at 4 weeks after intrabone transplantation into
NOD —SCID mice was significantly higher in CD34" cells that incorporated MSC-EV than

in control CD34* cells.
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Regarding the characteristics of EV from pre-irradiated MSC (IRR-MSC-EV) and the

effects induced after their incorporation into CD34" cells:

3.1. IRR-MSC-EV were similar in size, morphology, concentration and immunophenotype
to MSC-EV and exhibited similar capacity of incorporation into CD34* cells.

3.2. IRR-MSC-EV induced similar genomic and functional changes as MSC-EV when
incorporated into CD34* cells in terms of viability, cell cycle, colony forming capacity

and BM lodging ability, without significant differences between them.

Regarding the effects of the MSC-EV dose in their incorporation into CD34* cells and in

their capacity to modify the hematopoietic function:

4.1. The percentage of CD34* cells that incorporated EV was significantly higher when co-
cultured with EV preparations isolated from a greater amount of MSC.

4.2. Nevertheless, EV isolated from higher MSC numbers (9x10° cells) did not improve the
beneficial effects on the hematopoietic function induced by EV isolated from lower

MSC numbers (3x10° cells) when incorporated into CD34* cells.
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Abstract






Role of Bone Marrow Stroma in the Improvement of Hematopoetic Function:

From Irradiation to Extracellular Vesicles

Background

Bone marrow (BM) microenvironment regulates growth and differentiation of
hematopoietic stem cells (HSC) and is composed of several cell types, including osteoblasts
(that have a critical role in the regulation of hematopoiesis and in the maintenance of the
clonogenic potential of HSC) and adipocytes (which exert an inhibitory effect on

hematopoiesis), both derived from mesenchymal stromal cells (MSC).

Allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-SCT) remains as the only curative
therapeutic approach for a variety of hematopoietic diseases. An adequate hematopoietic
function after an allo-SCT is not only dependent on the number of hematopoietic stem cells
infused, that is a key factor for engraftment. In the last few years, the focus has also been

oriented to the BM microenvironment, especially to MSC.

In the current work, we have hypothesized that inducing some modifications in the BM
microenvironment (as the ones induced by low-dose irradiation, that is increasingly used in
the conditioning regimens used in elderly patients) or the release of MSC-derived extracellular
vesicles (MSC-EV) (one of the most important mechanism by which MSC exert their
therapeutic effects) could increase the hematopoietic function, with its potential application

to improve the outcome of allo-SCT, especially in those cases with poor graft function.

Objectives

Thus, the main objective of our work was to evaluate multiparametrically the effects
of a reduced dose (2.5Gy) of irradiation on MSC and the effects of the incorporation of MSC-
EV into HSC and their potential role in the improvement of the hematopoietic function.

The specific aims were: 1) To evaluate the effects of low-dose irradiation on MSC and
their impact on hematopoietic function, 2) To study the effects on MSC-EV incorporation into

CD34* cells and their impact on hematopoietic function, 3) To study the effects of previous-
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irradiation of MSC on their VE (IRR-MSC-EV) capacity on hematopoietic function
improvement, and 4) To evaluate the effects of different doses of MSC-EV incorporation into

HSC and their capacity on hematopoietic function improvement.

Methods

In the current work, a total of 70 bone marrow samples from healthy donors, 45
leukapheresis samples and 33 cord blood units were used, after proper informed consent was

obtained and with the approval of the local Ethics Committee.

To evaluate the effects of low-dose irradiation on MSC and their impact on
hematopoietic function, MSC at third passage were irradiated with 2.5 Gy or not (the latter
were used as controls). Cells were characterized following International Society for Cellular
Therapy criteria, including in vitro differentiation assays. Adipogenic differentiation was
assessed by Oil-Red staining and reverse transcriptase (RT)-PCR of CEBPA and PPARG,
osteogenic differentiation was evaluated by alkaline phosphatase staining and RT-PCR of
RUNX2 and ALP and mineralization was analyzed RT-PCR of SPP1 and quantified by Alizarin
Red staining. Apoptosis was evaluated by flow cytometry with annexin V/7-AAD staining.
Gene expression profile was studied by Chip Human Gene ST Arrays and the most relevant
genes involved in hematopoiesis maintenance (SDF-1, ANGPT-1, COL1A1, THPO, CXCR4, ITGA-
4, CD44 and NGF) were analyzed by RT-PCR, SDF-1 expression was confirmed by ELISA. Finally,
long-term bone marrow cultures were performed to test the hematopoietic-supporting
ability. Clonal growth of progenitor cell population was assayed weekly culturing CD34"* cells

in methylcellulose Media. Differentiation status of stroma was evaluated during culture.

To study the effects on MSC-EV incorporation into CD34* cells and their impact on
hematopoietic function, MSC-EV were characterized by flow cytometry, Western blot,
electron microscopy (TEM), and nano-particle tracking analysis (NTA). Micro-RNA content of
MSC-EV and IRR-MSC-EV was analyzed by TagMan Arrays. 1x10° CD34* cells were co-cultured
with EV isolated from 3x10® MSC and EV incorporation into CD34* cells was confirmed by flow
cytometry and confocal microscopy after staining EV with Vybrant Dil cell labeling solution.

Then Gene expression profile was studied by Chip Human Gene ST Arrays. Apoptosis and cell
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cycle were evaluated by flow cytometry and Caspase 3/7 and Caspase 9 activity was measured
by luminescence. RT-PCR were performed in modified CD34* cells in order to analyze
expression of some genes (SDF-1, COL1A1, CD44, CXCR4, ITGA-4 y cKIT) and micro-RNAs (150,
155, 181a, 17, 363, 494 and Let7g). Protein expression of CD44, CXCR4, ITGA-4 and cKIT was
evaluated by flow cytometry and CXCR4 and cKIT expression was confirmed by Western blot
(Wes Simple). Phosphorylation of STAT5 was also analyzed by WES Simple. Finally, clonal
growth of CD34* cells in the different experimental conditions (after MSC-EV incorporation or
not) was assessed by clonogenic assays and their capacity of engraftment was analyzed 4
weeks after CD34* cell transplantation in non-obese diabetic/severe combined

immunodeficient mice by flow cytometry in bone marrow and spleen.

Similar experiments were done to evaluate either the effect of different doses of MSC-
EV (isolated from 3x10°MSC or 9x108MSC), or the effect of EV released by low-dose irradiated
MSC on CD34" cells.

Results

After low-dose irradiation of MSC, the immunophenotypic characterization and
viability of irradiated MSC was comparable to that of control cells. Gene expression profiling
showed a significant differential expression in 50 genes. Of them, 5 genes were overexpressed
and 45 were down-regulated in irradiated compared with non-irradiated MSC. The most
downregulated gene was pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1), which is involved in the
regulation of adipogenesis. By RT-PCR, we observed that SDF-1 and ANGPT were
overexpressed, whereas COL1A1 was down-regulated in irradiated cells (p=0.015, p=0.007,
and p=0.031, respectively). The over-expression of SDF-1 in irradiated cells was confirmed by
ELISA. Analyzing their differentiation capacity, we observed that, differentiation of irradiated
MSC was skewed toward osteogenesis, whereas adipogenesis was impaired. Higher
expression of SPP1 (p=0.039), involved in mineralization, and lower expression of genes
involved in adipogenesis, CEBPA and PPARG (p=0.003 and p=0.019), was observed in
irradiated cells. Moreover, an increase in the mineralization capacity quantified by Alizarin
Red staining and a decrease in adipocyte counts were observed in irradiated cells at days 7,

14, and 21 after culture in specific differentiation media (p=0.018 p=0.046, and p=0.018,
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respectively). Finally, colony-forming unit granulocyte macrophage (CFU-GM) numbers in
long-term bone marrow cultures were higher in the irradiated cells during the five weeks of
the culture, with significant differences after 4 and 5 weeks (p=0.046 and p=0.007). In
summary, the irradiation of MSC with 2.5 Gy improved their hematopoietic-supporting ability

by increasing osteogenic differentiation and decreasing adipogenesis.

Regarding the effects on MSC-EV incorporation into CD34* cells and their impact on
hematopoietic function, the isolation and characterization of the EV showed that EV size
evaluated by NTA was homogeneous among samples with a mean of 131.93 nm (124.4-143.6
nm) and a mean particle concentration of 9.09E*1° particles/milliliter (5.16E*19-1.21E*!!) in
preparations of EV isolated from 3x10°MSC. In addition, by TEM we observed the
characteristic rounded morphology of EV. By flow cytometry, we confirmed that EV were
smaller than 1 um, negative for hematopoietic markers and positive for MSC and exosome
markers (CD81 and CD63). CD63 expression was also confirmed by Western blot. MSC-EV
incorporation was visualized by confocal microscopy and quantified by flow cytometry. Upon
incorporation into CD34"* cells, MSC-EV induced a down-regulation of proapoptotic genes, an
overexpression of genes involved in colony formation, and an activation of the JAK-STAT
pathway. A significant decrease in apoptosis and Caspases 3/7 and Caspase 9 activation was
observed in CD34* cells after the incorporation of MSC-EV. Increased CD44 and CXCR4
expression and decreased cKIT expression upon the incorporation of MSC-EV were confirmed
by FC. Increased levels of phospho-STAT5 were detected by WES Simple in CD34* cells with
MSC-EV. In addition, these cells displayed a higher colony-forming unit
granulocyte/macrophage clonogenic potential and the in vivo bone marrow lodging ability of
human CD34* cells with MSC-EV was significantly increased in the injected femurs. In
summary, the incorporation of MSC-EV induces genomic and functional changes in CD34*

cells, increasing their clonogenic capacity and their bone marrow lodging ability.

When comparing the effects of EV from pre-irradiated MSC (IRR-MSC-EV) we observed
that were similar in size, morphology, concentration and immunophenotype to non irradiated
MSC-EV and they had similar capacity of incorporation into CD34* cells. Regarding micro-RNA
content, we found 19 micro-RNAs significantly downregulated in IRR-MSC-EV compared to

MSC-EV. Some of them were analyzed in CD34" cells that had incorporated either MSC-EV or
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IRR-MSC-EV but we did not found differences in its expression in these cells. However, upon
the incorporation of IRR-MSC-EV, 1330 genes were modified in CD34* cells inducing a
downregulation of proapoptotic genes, an overexpression of genes involved in colony
formation, and an activation of the JAK-STAT pathway as MSC-EV did. Moreover, we detected
an over-expression of many HLA molecules resulting in the overexpression of antigen
processing and presentation, graft versus host disease or allograft rejection pathways. Also
proteasome, ribosome biogenesis and other pathway were altered. Despite these differences
in gene expression, we did not find differences in viability, cell cycle, expression of molecules
involved in hematopoiesis or colony formation capacity between CD34* cells that had
incorporated IRR-MSC-EV or MSC-EV. In addition, IRR-MSC-EV and MSC-EV significantly
increase BM lodging ability of CD34* cells without significant differences among both

experimental groups.

Finally we evaluated the potential impact of the MSC-EV dose in the observed effects
in CD34+ cells. As expected, particle concentration assessed by NTA of EV preparations
isolated from 9x10® MSC (3.02E*'2 particles/ml) was higher than that of EV isolated from
3x108MSC (2,88E*!! particles/ml). Besides, we observed by flow cytometry a significant
increase of CD34" cells that had incorporated EV when they were co-cultured with the higher
dose of EV. However, despite the fact that some effects (increase of viability, CD44 expression
and clonogenic capacity) were more pronounced after the incorporation of higher dose of EV
in CD34* cells, we did not found significant differences between different doses, neither in
their bone marrow lodging ability. So we can conclude that the lower dose (VE isolated from
3x10% MSC) could be optimal for inducing changes in CD34+ cells in the experiments

performed and that higher doses do not contribute to improve these beneficial effects.

Conclusions

1) Low-dose v -irradiation of MSC causes an alteration in their gene expression profile
increasing the expression levels of SDF-1 and ANGPT, favoring osteogenic differentiation and
decreasing adipogenesis. These modifications lead to an improvement of MSC hematopoietic-

supporting ability.
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2) Human MSC-EV are able to incorporate into human CD34* cells, modifying their gene
expression and increasing their viability, clonogenic capacity in vitro, and their 4-week BM

lodging ability in vivo.

3) IRR-MSC-EV induce similar genomic and functional changes as MSC-EV when incorporate
into CD34* cells without significant differences in the viability, cell cycle, colony forming
capacity and BM lodging ability of CD34" cells. These results confirms that the beneficial effect
of low-irradiation on MSC hematopoietic-supporting ability is not related to their exchange of

molecules through EV.

4) EV isolated from 9x10° MSC do not improve the beneficial effects in the hematopoietic

function induced by EV isolated from 3x10°® when they incorporate into CD34" cells.
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ANEXO 1: Metodologia para el marcaje de células para estudios de citometria
de flujo y listado de los anticuerpos monoclonales empleados.

Reactivos Necesarios:

v PBS de citémetro (BD FACSFlow™)
v Anticuerpos (especificados en la tabla):

Método:

Para el analisis mediante citometria de flujo, las células se recogieron del cultivo en
tubos de poliestireno (Falcon, Corning, Mexico) y se lavaron con PBS para eliminar los restos del
medio de cultivo. Seguidamente se procedidé a su marcaje con anticuerpos monoclonales,
seguln las cantidades especificadas en la tabla contigua. Una vez afiadido el anticuerpo, las
muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad, tras los
cuales se lavaron con PBS, centrifugando 5 minutos a 2.000 rpm con el fin de eliminar los
restos de anticuerpo no unidos a las células. El pellet se resuspendid en un volumen de 200ul
de PBS para su adquisicion en el citdmetro de flujo.

Tabla 1: Anticuerpos monoclonales empleados en el trabajo

Fluorocromo Volumen Casa Comercial Anti-

CD34 FITC 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Diego, CA

CD73 PE 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

CD45 PerCPCy5.5 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

CD105 APC 3ul R&D System Humano

Minneapolis, MN, USA

CD44 FITC 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

CDh14 PE 10 ul Cytognos Humano

Salamanca, Spain

CD19 PerCPCy5.5 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

CD90 FITC 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

CD166 PE 10 Wl Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

HLA-DR PerCPCy5.5 10 Wl Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

7AAD PerCPCy5.5 5ul Becton-Dickinson Humano

eBiosciences, San Jose, CA
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CD63 PE 10 wl Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA

CD34 PerCPCy5.5 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD44 APC 5ul Cytognos Humano
Salamanca, Spain
CD81 APCH7 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD45 V500 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD34 PE 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD184 APC 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD117 PC7 10 ul Beckman Coulter Humano
Marseille, France
Cb4ad APCH7 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD45 FITC 10 ul Inmunostep Humano
Salamanca, Spain
CD34 APC 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD13 PE 10 ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD19 APC 5ul Becton-Dickinson Humano
eBiosciences, San Jose, CA
CD45 PerCPCy5.5 Sul Becton-Dickinson Ratén

eBiosciences, San Jose, CA

FITC: Fluoresceina de-5-Isocianato; PE: Ficoeritrina; PerCPCy5.5: Proteina Peridinin Clorofilica cianina 5.5;
APC: Aloficocianina; APCH7: Aloficocianina con cianina H7 en tdandem; PC7: Phycoerythrin Cyanin 7; 7AAD:
7-aminoactinomicina.
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ANEXO 2: Metodologia para la extraccidn, purificacion y cuantificacion de RNA

1. Extraccion y purificacion de RNA
Reactivos Necesarios:

Trizol: TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, USA)
Cloroformo (Sigma, Aldrich)

Isopropanol (Merk, USA)

Etanol (Miltenyi Biotec, Merck KGaA, Germany)

AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (Quiagen GmbH, Germany)

DN NI NI NN

Método:

En todos los casos, para la extraccidon de RNA, las células en cultivo se lavaron con PBS,
se resuspendieron en trizol y se congelaron a -80°C para su posterior utilizacién. En el
momento de hacer los estudios de RNA, las muestras en trizol se descongelaron, se
homogeneizaron, se les afiadid cloroformo y se agitaron empleando un vortex con el fin de
romper las célulasy asi obtener el material intracelular. Después de 20 minutos en cloroformo,
las células se centrifugaron a 10.000rpm durante 30 minutos a 4°C de modo que la muestra
quedod separada en tres fases de las cuales la fase superior acuosa, que contenia el RNA se
transfirid a un eppendorf nuevo. A esta fase se le afiadid Isopropanol frio y se volvid a
centrifugar, quedandonos con el pellet. El pellet de RNA se lavd con etanol frio al 70% y tras

la centrifugaciéon se resuspendid en agua estéril.

Solamente para los estudios de Gene Chip Human Gene ST Arrays, las muestras de RNA
se purificaron empleando el kit AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2. Cuantificacion de RNA mediante Nanodrop

La concentracién del RNA obtenido se determind empleando un espectofotémetro
NANOdrop. Se consider6 un RNA aceptable aquel cuyos ratios 260nM/280nM vy
260nM/230nM eran proximos a 2.

Para evaluar la integridad del RNA se utilizd el sistema de Agilent 2100 Bioanalyzer

(Agilent Technologies, CA) con el kit RNA 6000 Nano LabChip.
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ANEXO 3: Metodologia para el analisis de la expresion génica mediante RT-PCR
y listado de los primers empleados

Reactivos Necesarios:

v’ High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)*

v FAST Universal PCR Master Mix

v Primers especificos: TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster
City, CA), detallados en la Tabla 1.

* High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit contiene: dNTPs with dTTP 100mM,
MultiScribe Reverse Transcriptase 50U/ul, 10x RT Buffer, RNase Inhibitor 20U/ul, RT
Random Primers, 10x.

Método:
En primer lugar, se hizo la transcripcidn reversa de 2.000ng de RNA total empleando el
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. La reaccién se incubd en un termociclador

en las siguientes condiciones: 10minutos a 25°C, dos horas a 37°Cy 5 segundos a 85°C.

Para analizar la expresién de los genes de interés, se llevaron a cabo reacciones de RT-
PCR en placas MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems).
Para ello, se anadieron 2l del cDNA obtenido en el paso anterior a un volumen de 8ul de
Master Mix compueta por 5ul de FAST Universal PCR Master Mix, 2,5ul de agua destilada y
0,5ul del primer especifico correspondiente llegando a un volumen final de 10ul que se incubd
en el termociclador Step One Plus Real-Time PCR System en las siguientes condiciones: 15

segundos a 95°C y 50 ciclos de 1 segundo a 95°C - 20 segundos a 60°C.

Los genes control se emplearon para analizar la calidad del RNA y normalizar la
expresion de los genes en estudio. El ciclo en el cual la reaccidon superaba el umbral
determinado (Ct) ayudd a cuantificar la expresién del gen de estudio con respecto al gen

control. La cuantificacidn relativa se calculé como 272t siguiendo la siguiente formula:

AC: = CiGene - C; Control
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Tabla 1: Primers empleados para el estudio de genes mediante RT-PCR.

Simbolo Gen

SDF1

ANGPT1

COL1A1

THPO

CXCR4

ITGA4

CD44

cKIT

NGF

CEBPA

PPARG

RUNX2

ALPL

SPP1

SPARC

GAPDH

GUSB

Nombre
Factor Derivado del Estroma-1
Angiopoyetina 1
Collagen Type | Alpha 1 Chain
Trombopoyetina
C-X-C Motif Chemokine Receptor 4
Integrin Subunit Alpha 4
CD44 Molecule (Indian Blood Group)
KIT Proto-Oncogene Receptor Tyrosine Kinase
Nerve Growth Factor
Enhancer Binding Protein Alpha
Peroxisome Proliferator Activated Receptor
Gamma
Runt Related Transcription Factor 2
Fosfatasa Alcalina
Osteopontina
Osteonectina

Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa

Glucuronidasa Beta
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ID

Hs00171022

Hs00375822

Hs00164004

Hs01061346

Hs00607978

Hs00168433

Hs01075861

Hs00174029

Hs00171458

Hs00269972

Hs01115512

Hs00231692

Hs00758162

Hs00959010

Hs00277762

Hs99999905

Hs99999908
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Received 3 August 2017 Bone marrow mesenchymal stromal cells (MSCs) are precursors of adipocytes and osteoblasts and key regu-

Accepted 2 November 2017 lators of hematopoiesis. Irradiation is widely used in conditioning regimens. Although MSCs are radio-
resistant, the effects of low-dose irradiation on their behavior have not been extensively explored. Our aim

Key Words: was to evaluate the effect of 2.5 Gy on MSCs. Cells from 25 healthy donors were either irradiated or not (the
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teria, including in vitro differentiation assays. Apoptosis was evaluated by annexin V/7-amino-actinomycin
staining. Gene expression profiling and reverse transcriptase (RT)-PCR of relevant genes was also performed.
Finally, long-term bone marrow cultures were performed to test the hematopoietic-supporting ability. Our
results showed that immunophenotypic characterization and viability of irradiated cells was comparable with
that of control cells. Gene expression profiling showed 50 genes differentially expressed. By RT-PCR, SDF-1
and ANGPT were overexpressed, whereas COL1A1 was downregulated in irradiated cells (P=.015, P=.007,
and P=.031, respectively). Interestingly, differentiation of irradiated cells was skewed toward osteogenesis,
whereas adipogenesis was impaired. Higher expression of genes involved in osteogenesis as SPP1 (P =.039)
and lower of genes involved in adipogenesis, CEBPA and PPARG (P=.003 and P=.019), together with an in-
crease in the mineralization capacity (Alizarin Red) was observed in irradiated cells. After differentiation, adipocyte
counts were decreased in irradiated cells at days 7, 14, and 21 (P=.018 P=.046, and P=.018, respectively).
Also, colony-forming unit granulocyte macrophage number in long-term bone marrow cultures was signifi-
cantly higher in irradiated cells after 4 and 5 weeks (P=.046 and P=.007). In summary, the irradiation of MSCs
with 2.5 Gy improves their hematopoietic-supporting ability by increasing osteogenic differentiation and de-
creasing adipogenesis.
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reticular cells and a subset of Nestin* cells are also key regu-
lators contributing to HSC maintenance in an undifferentiated
state [4]. Adult BM also contains adipocytes, which exert an
inhibitory effect on hematopoiesis and preventing hemato-
poietic progenitor cell expansion. The number of correlates
inversely with the hematopoietic activity in the BM [5].
Adipocytes block granulopoiesis and inhibit the release of
granulocyte colony-stimulating factor production by mac-
rophages via neuropilin-1 (NRP1) expression [6]. Adipocytes
also secrete transforming growth factor 1, a well-known in-
hibitor of hematopoiesis [7].

Many cells of the BM microenvironment (including os-
teoblasts and adipocytes) derive from mesenchymal stromal
cells (MSCs) [8]. MSCs are a key component of the hemato-
poietic microenvironment despite the fact that they constitute
a small proportion of BM mononuclear cells [9,10]. Commu-
nications between marrow stromal cells and hematopoietic
cells regulate homing, cell survival, proliferation, and mobi-
lization of blood cells [11]. MSCs are not only able to
differentiate into osteoblast and adipocytes but also exert a
potent immunomodulatory activity [12,13]. Thus, they rep-
resent an attractive therapeutic tool, being currently evaluated
in multiple cell therapy programs. Most beneficial effects of
MSCs are related to paracrine actions rather than to direct
differentiation of MSCs [14].

On the other hand, the use of hematopoietic cells in he-
matopoietic cell transplantation remains as the most extended
cell therapeutic approach for a variety of hematopoietic dis-
eases. Preparative or conditioning regimens are needed before
cell infusion to reduce the amount of malignant cells and to
produce an adequate immunosuppression to allow engraft-
ment. One of the components of classical conditioning
regimens has been total body irradiation at high doses (12 Gy)
[15]. Nevertheless, the use of a low dose of irradiation as a
unique conditioning regimen for elderly or frail patients was
successfully introduced in 2001 by the Seattle group [16,17].
Low-dose irradiation allows engraftment with significant
reduced toxicity and has broadened the ability to undergo
HSC transplantation for unfit or elderly patients.

When the hematopoietic system is exposed to ionizing ra-
diation, hematopoietic homeostasis is altered. Hematopoietic
stem and progenitor cells are extremely radiosensitive [18].
The abolition of the host hematopoietic system creates a new
space in the BM niche where donor hematopoietic cells can
engraft.

Research in this field has focused mostly on BM hema-
topoietic recovery after irradiation and transplantation,
whereas less attention has been paid to the changes induced
by irradiation into the microenvironment. It has been shown
that after total body irradiation followed by BM transplan-
tation, hematopoietic cells are from the donor and MSCs
remain of host origin [19]. These results indicate that MSCs
are able to survive doses of irradiation that are lethal to he-
matopoietic cells.

Although MSCs are resistant to radiation in terms of vi-
ability, cellular function can be altered. MSCs do not loss their
differentiation capacity, but this capacity can be altered even
at low irradiation doses [20]. In this regard the expression
of adipogenic markers is significantly lower in murine cells
exposed to irradiation [21], but it is controversial if the dif-
ferentiation ability to osteoblastic cells is induced or not
[22-25]. There is scarce information on the effects of irradi-
ation on human MSCs, especially the effects of low-dose
irradiation. Therefore, in the current study we assessed if a
reduced dose (2.5 Gy) of irradiation modifies the differenti-

ation ability of human MSCs and also the functional changes
induced in terms of their hematopoietic-supporting ability.

METHODS
Cell Isolation and Expansion

BM human MSCs were isolated from 25 healthy donors (18 men and 7
women) with a median age of 38 years (range, 21 to 65). In all cases written
informed consent was previously obtained according to institutional guide-
lines and the Declaration of Helsinki. All experimental procedures were also
approved by Ethics Committee of the Hospital Universitario de Salamanca
(70/07/2015).

Ten to 20 mL BM was obtained from the iliac crest under local anes-
thesia. BM mononuclear cells were isolated and separated by Ficoll-Paque
density-gradient centrifugation (Ficoll-Paque density, 1.077 g/mL; GE Health-
care BioSciences, AB, Uppsala, Sweden). Cells were counted and seeded at
a density of 1 x 10° cells/cm?, and expansion was carried out as previously
described [26] in DMEM (GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, CA) supple-
mented with FBS (GIBCO, Life Technologies) and 1% penicillin/streptomycin.

MSC Irradiation

Two aliquots of each MSC sample from passage 3 were cultured in par-
allel. One aliquot was irradiated with a single doses of 2.5 Gy, delivered at
a rate of 2 to 3 Gy/min, using a cesium source (GammacCell 1000; Nordion
International, Ottawa, Ontario, Canada), whereas the non-irradiated aliquot
was used as control. Cells from both groups were subjected to the subse-
quent assays.

Characterization of MSCs by Flow Cytometry

For immunophenotypic characterization MSCs from passage 3 were in-
cubated with the following monoclonal antibodies conjugated with either
FITC, PE, peridinin chlorophyll protein, or allophycocyanin: anti-CD34 FITC
(eBioscience Inc., San Diego, CA); anti-CD105 (RD Systems, Minneapolis, MN);
anti-CD14 (Cytognos, Salamanca, Spain); and anti-CD73, -CD45, -CD44, -CD19,
-CD90, -CD166, and HLA-DR (BD Biosciences, San Jose, CA). Unstained MSCs
were used as control. Samples were acquired on a FACS Calibur flow cy-
tometer using Cellquest Pro software (Becton Dickinson, San Jose, CA). Data
were analyzed using the Infinicyt software (Cytognos).

Apoptosis Assays

One hour and 72 hours after irradiation, cells were harvested, washed,
and incubated with Annexin V, 7-AAD (7-amino-actinomycin) using the BD
Pharmigen PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences). FITC-
conjugated CD90 (eBioscience) was added before the sample was acquired
on a FACS Calibur flow cytometer using Cellquest Pro software (Becton Dick-
inson). At least 5 x 10% events per sample were recorded. Data were analyzed
using Infinicyt (Cytognos). Cells were considered to be in an early apoptotic
state, late apoptosis, or dead if they were Annexin V*/7-AAD-, Annexin V*/
7-AAD", or Annexin V-/7-AAD", respectively. Five pairs of MSC samples were
used for this analysis.

Gene Chip Human Gene ST Arrays

Because of cost constraints only 5 pairs of MSC samples (non-irradiated
and irradiated) were used for this analysis. Total RNA was isolated and pu-
rified using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the
manufacturer’s instructions. The RNA integrity was assessed using the 2100
Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA). Labeling and hybridizations were per-
formed according to protocols from Affymetrix (Santa Clara, CA). Briefly,
100 ng of total RNA were amplified and labeled using the WT Plus reagent
kit (Affymetrix) and then hybridized to Human Gene 2.0 ST Array (Affymetrix).
Washing and scanning were performed using the GeneChip System (GeneChip
Hybridization Oven 645, GeneChip Fluidics Station 450, and GeneChip Scanner
7G; Affymetrix).

Raw data were extracted from unprocessed cell intensity files and nor-
malized using the robust multi-array average algorithm [27], implemented
in the Affymetrix expression console (version 1.4.1.46). The significance anal-
ysis of microarrays technique [28] was used for the identification of
differentially expressed genes between paired samples. Genes with a q
value <.05 were considered to be significantly over- or infra-expressed.

Reverse Transcriptase PCR of Genes Involved in Hematopoiesis

Total RNA was extracted from 10 pairs of non-irradiated and irradi-
ated MSCs. cDNA was prepared by reverse transcription using the high
capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA), and the converted cDNA was analyzed for genes involved in hemato-
poietic maintenance, including stromal-derived factor 1 (SDF1), angiopoietin
1 (ANGPT), thrombopoietin (THPO), collagen type I alpha 1 chain (COL1AT1),
nerve growth factor cd271 (NGF), C-X-C motif chemokine receptor 4 (CXCR4),
CD44 molecule (Indian blood group) (CD44), and integrin subunit alpha 4
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(ITGA4), to specific gene expression of osteogenic lineage, including alka-
line phosphatase (ALP), runt related transcription factor 2 (RUNX2), and
osteopontin (SPP1), and for adipogenic specific gene expression, including
peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARG) and enhancer
binding protein alpha (CEBPA). GADPH was used as a control gene for genes
implicated in differentiation, and GUS was used as a control for genes im-
plicated in hematopoietic maintenance.

Genes were quantified using TagMan gene expression assays and the
Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Relative quan-
tification was calculated from the 2-2t values where AC; = C;Gene - C; Control.

MSC Differentiation Analysis

BM-MSCs on third passage were seeded in 9-cm? tissue culture dishes
(Corning, Ithaca, NY) and irradiated on the following day. For osteogenic dif-
ferentiation cells were seeded at a density of 3.5 x 103 cells/cm?, and for
adipogenic differentiation control cells were seeded at a density of 22.5 x
103. One hour after irradiation, differentiation medium was added to each
well, and cells were grown for 21 days. Osteogenic differentiation was induced
using NH Osteodiff Medium (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
supplemented with 1% penicillin/streptomycin. Adipocytic differentiation was
induced with human MSC Adipogenic Induction SingleQuots (Lonza, Basel,
Switzerland) and human MSC Adipogenic Maintenance SingleQuots (Lonza).
Differentiation medium was replaced twice a week. To evaluate the osteo-
blastic differentiation cells were stained with alkaline phosphatase using an
NBT/BCIP solution kit (Nitroblue tetrazolium chloride/5-bromo-4.chloro-3-
indolyl-phosphate; Roche, Basel, Switzerland). Calcium deposits were
quantified by Alizarin Red S staining in which the absorbance was propor-
tional to calcium deposits in the sample and with the mineralization level
of the cells (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Ten pairs of MSC samples were
used for this analysis. Oil-red-O staining (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
was used for the assessment of adipogenic differentiation in 7 pairs of MSC
samples.

CD34* Cell Isolation

Mobilized CD34* progenitor cells were isolated from leukapheresis prod-
ucts of 7 healthy donors (6 men and 1 woman) with a median age of 37
years (range, 26 to 52) by immunomagnetic sorting in an AutoMACS (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany) after labeling cells with the
human CD34 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec), according to the manufac-
turer’s recommendations. Purity of cells was confirmed by flow cytometry
using FITC-CD34 (eBioscience), and the viability was evaluated by labeling
cells with 7-AAD.

Long-Term BM Culture and Clonogenic Assays

To establish the long-term BM culture (LT-BMC), the stromal layer was
first induced by seeding 1.5 x 10> MSCs onto 9-cm? tissue culture dishes
(Corning) in DMEM until confluence was obtained. Eight MSC samples were
used in this experiment. Then, cells were irradiated, and 1 hour later medium
was replaced by LT-BMC medium, containing 62.4% Iscove (GIBCO, Invitrogen,
Grand Island NY), 10% horse serum (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria), 10% FBS, and 1% hydrocortisone 5 x 10-> M. Cells were cultured at
37°C in a humidified atmosphere with 5% CO, for 1 week to establish the
stromal layer. At day 7, 3 x 10° CD34* progenitor cells were added to the
stromal layer. Cultures were fed weekly by replacing half of the growth
medium and maintained for 5 weeks.

Clonal growth of progenitor cell population was assayed weekly cul-
turing 1.25 x 10° CD34* progenitor cells isolated each week from the removed
medium of LT-BMC into methylcellulose MACS Media Stem MACS HSC-
CFU complete w/o Epo human (Miltenyi Biotec) during 2 weeks at 37°C in
a fully humidified atmosphere of 5% CO,. After these 2 weeks the colonies
formed were scored using an inverted microscope.

Statistical Analysis

Values were summarized as median and range. The Wilcoxon signed
ranks test was used to compare the differences between paired results (ir-
radiated versus non-irradiated samples). Differences were considered to be
statistically significant for values of P <.05. All statistical analyses were per-
formed on the GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA).

RESULTS

Characterization of Irradiated and Non-Irradiated MSCs
Both non-irradiated and irradiated MSCs displayed the

characteristic fibroblastic-like morphology and were able to

adhere to plastic surfaces. Immunophenotypic analysis by flow

cytometry showed that all samples expressed CD73, CD90,

CD105, CD44, and CD166, whereas they were negative for

CD34 FITC

CD73 PE

CD45 PerCP Cy5.5|
CD105 APC

CD44 FITC

CD14 PE

CD19 PerCP Cy5.

CD90 FITC

CD166 PE

Anti-HLA-DR

Figure 1. Phenotypic analysis of non-irradiated (A) and irradiated (B) BM
MSCs. MSCs were isolated from human BM and expanded to passage 3. Then,
expression of different cell surface markers was analyzed by flow cytometry.
Data are representative of 3 MSC samples.

CD34, CD45, CD14, CD19, and HLA-DR, demonstrating a char-
acteristic immunophenotypic profile of MSCs without
differences between non-irradiated and irradiated cells
(Figure 1).

MSC Viability

To evaluate if a 2.5-Gy irradiation dose induced apopto-
sis in MSCs, cell viability assay was performed both 1 hour
and 72 hours after irradiation (n=>5). There were no differ-
ences in the percentage of viable cells (Annexin V-/7AAD"),
early apoptotic cells (Annexin V*/7AAD"), late apoptotic cells
(Annexin V*/7AAD"), and dead cells (Annexin V-/7AAD")
between both groups neither at 1 hour nor at 72 hours after
irradiation (Figure 2).

Gene Expression Profiling of Irradiated MSC

Applying significance analysis of microarrays analysis, sta-
tistically significant differences were found in 50 of 6661
tested genes by applying the established filtering criteria. From
these 50 genes, 5 were overexpressed and 45 down-expressed
in irradiated compared with non-irradiated MSCs (Figure 3
and Supplementary Table S1). The most downregulated gene
was pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1), which is in-
volved in the regulation of adipogenesis.

Expression of Genes Involved in Hematopoiesis

The expression of some important genes involved in
homing or in the maintenance of hematopoiesis was ana-
lyzed by reverse transcriptase (RT)-PCR (n =10). NGF, THPO,
(D44, CXCR4, and ITGA4 were expressed in both non-irradiated
and irradiated MSCs without statistically significant differ-
ences between both groups. COL1A1 showed lower expression
in irradiated cells (P=.031). On the contrary, SDF1 and ANGPT
were significantly overexpressed in irradiated compared with
control MSCs (P=.015 and P=.007, respectively; Figure 4).
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1h after Irradiation 72h after Irradiation

CJ Non-Irradiated
B3 Irradiated

Figure 2. Apoptosis assays in non-irradiated and irradiated MSCs 1 hour and 72 hours after irradiation. MSCs were incubated with Annexin V, 7-AAD, and
CD90. Then, the expression of different cell surface markers was analyzed by flow cytometry. Cells were considered to be viable (Annexin V-/7-AAD"), in an
early apoptotic state (Annexin V*/7AAD"), late apoptosis (Annexin V*/7-AAD"), or dead (Annexin V-/7-AAD").

Differentiation Ability (Figure 5A-D). To quantify the adipogenic capacity of MSCs,

Both non-irradiated and irradiated MSCs were positive for the number of adipocytes growing in adipogenic differenti-
alkaline phosphatase staining and contained lipid droplets ation medium were counted at days 7, 14, and 21 of the
stained with Oil-red-0 after culture with specific osteo- differentiation process (n= 7). In all cases the number of
genic and adipogenic differentiation media, respectively adipocytes was significantly reduced in irradiated MSCs
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Figure 3. Heat map showing the top 50 genes found either downregulated or upregulated upon irradiation with 2.5 Gy. Purified RNA from 5 pairs of non-
irradiated and irradiated MSC samples was hybridized in Gene Expression Arrays (Affymetrix). The significance analysis of microarrays technique was used
for the identification of differentially expressed genes between paired samples. Gene downregulation is represented in blue and gene upregulation in red.
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Figure 4. Expression of genes involved in hematopoiesis. Expression of SDF1, ANGPT, COL1A1, THPO, CXCR4, ITGA4, CD44, and NGF in non-irradiated (white)
and irradiated (black) MSCs was performed by RT-PCR 3 days after irradiation. B-glucuronidase was used as a control.

compared with non-irradiated cells in all 3 time points
(P=.018, P=.046, and P=.018, respectively; Figure 5E).

In addition, the expression of adipogenic differentiation
genes, CEBPA and PPARG, was significantly lower in irradi-
ated MSCs compared with non-irradiated cells (P=.003 and
P=.019, respectively). Regarding genes involved in early os-
teogenesis, RUNX2 was less expressed in irradiated cells
(P=.003) compared with non-irradiated cells, whereas there
were no differences in the expression of ALP between both
groups. SPP1, involved in late osteogenesis and mineraliza-
tion, was overexpressed in irradiated MSCs (P=.039;
Figure 5F). Moreover, the capacity of mineralization quanti-
fied by Alizarin Red staining (n=10) showed the presence
of a slightly higher amount of calcium deposits in irradi-
ated cells, although differences did not reach statistically
significant differences (P =.084; Figure 5G).

Hematopoietic-Supportive Capacity by LT-BMCs

The ability of non-irradiated and irradiated MSCs to
support hematopoiesis in vitro was assessed in LT-BMC (n=8).
Purity of CD34* progenitor cells isolated for these experi-
ments was superior to 90%.

CD34* cultured with both types of stromal layers pro-
duced similar number of colonies in the first week. From the
second week on more colony-forming unit (CFU)-granulocyte
macrophage colonies were scored in CD34" cells grown on
stromal layers from irradiated MSCs, with significant differ-
ences at the fourth and fifth weeks (P=.046 and P=.007,
respectively; Figure 6).

During the 5 weeks of LT-BMC the predifferentiation status
of the stromal layer coming from non-irradiated or irradi-
ated MSCs was assessed (n =5). From the first to the fifth week
of culture the number of adipocytes per field in the irradi-
ated stromal layer was significantly lower compared with the
non-irradiated stromal layer (Figure 7A-C). In addition, stromal
layers at the third and fifth week (n=6) of LT-BMC were
stained by Alizarin Red. At both time points the mineraliza-

tion level of cells was higher in stromal layers from irradiated
MSCs, with significant differences at the third week (P =.046;
Figure 7D).

DISCUSSION

After irradiation, a depletion of hematopoietic cells in
the BM and subsequently in peripheral blood takes place.
This depletion creates an “empty space” that favors hema-
topoietic engraftment after transplantation [29]. However,
these effects of irradiation are generally dose dependent.
After low-dose irradiation, peripheral blood mobilization
and hematopoietic reconstitution are stimulated [30,31]. In
this regard, Li et al. [32] reported in a murine model that
transplantation of HSCs from a whole body irradiated donor
led to a better engraftment than HSCs from non-irradiated
mice.

The overall effects of irradiation on MSCs are only begin-
ning to be disclosed. Despite the fact that MSCs maintain their
viability, their global gene expression [33] and their capac-
ity of differentiation can be altered even at low doses of
irradiation [20].

The originality of our study is that we studied changes oc-
curring after low-dose irradiation on human MSCs, addressing
together MSC differentiation capacity and its impact on he-
matopoietic supportive function. The interest in low doses
of irradiation is based on the fact that many groups are using
low doses of total body irradiation as the sole conditioning
regimen in patients with advanced age and/or comorbidities,
allowing them to benefit from transplantation [16,17].

Regarding the radio-resistance of MSCs, we report that
human BM MSCs irradiated with 2.5 Gy neither lose their vi-
ability nor modify their immunophenotypic profile. It is
known that MSCs are less susceptible to radiation than HSCs.
Sugrue et al. found that mouse MSC lines express high levels
of key DNA damage response (DDR) and antiapoptotic pro-
teins but low levels of proapoptotic proteins. Consequently,
after 10 Gy of irradiation a delay of cell cycle progression was
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Figure 5. Differentiation capacity of irradiated MSCs. After exposure to 2.5 Gy, MSCs were cultivated in differentiation-inducing media during 21 days. Adipogenic
differentiation of non-irradiated (A) and irradiated MSCs (B) was visualized by Oil-Red-O staining. Osteogenic differentiation of non-irradiated (C) and irra-
diated MSCs (D) was detected by alkaline phosphatase staining. The number of adipocytes growing in adipogenic differentiation medium was counted in non-
irradiated (white) and irradiated MSCs (black) at days 7, 14, and 21 of the differentiation process (E). Expression of CEBPA, PPARG (adipogenesis), RUNX2, ALP
(osteogenesis), and SPP1 (mineralization) in non-irradiated (white) and irradiated MSCs (black) was performed by RT-PCR 3 days after irradiation. B-glucuronidase
was used as a reference gene (F). Calcium deposition was quantified at day 21 after irradiation in non-irradiated (white) and irradiated MSCs (black) by Aliza-
rin Red S staining in which the absorbance was proportional to calcium deposits in the sample and with the mineralization level of the cells (G).
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Figure 6. Colonies scored in LT-BMC. Mobilized CD34* progenitor cells were isolated from leukapheresis and added to stromal layers from non-irradiated or
irradiated MSCs. Clonal growth of progenitor cell population from non-irradiated (white) and irradiated (black) MSCs was assayed weekly.

observed in these cells to facilitate DNA repair before
entering the next phase [34,35]. It has been also described
that human MSCs display variable anatomic site-dependent
response and recovery from irradiation. After exposition of
2.5 to 10 Gy of y-irradiation, maxilla and mandible MSCs
recover more quickly than iliac crest [36]. The effects on MSC
as previously indicated are dose-dependent. In fact, prolif-
eration of irradiated MSCs seems to be suppressed in a dose-
dependent manner with 4 Gy of irradiation [37], whereas
exposure of MSCs to low-dose irradiation was reported to
result in increased proliferation of cultured rat MSCs [38,39].

We have detected an alteration in MSC global gene ex-
pression after irradiation, which is in accordance to previously
reported data [33]. Genes involved in cellular cycle, protein
dimerization, and vesicles formation were upregulated,
whereas more than 40 genes were downregulated after ir-
radiation. Interestingly, PDK1, the most downregulated gene
in our analysis, is involved in adipogenesis through the ac-
tivation of CEBPA via GSK3 [40]. The downregulation of PDK1
in irradiated MSCs would finally result in a downregulation
of CEBPA (thus decreasing adipogenesis), as confirmed by
RT-PCR.

We have also shown a significant overexpression of ANGPT
and SDF1 in MSCs after irradiation. The proper mainte-
nance of normal HSCs within the niche is heavily dependent
on the expression of these hematopoietic factors. In accor-
dance with these data, it has been shown that low doses of
irradiation could induce changes in the secretion of stem cell
factor, granulocyte macrophage colony-stimulating factor, and
IL-11, regulating the BM microenvironment [39].

In this regard, after irradiation treatment we have shown
that MSCs retained their differentiation capacity as already
described in human MSCs treated with different doses of ir-
radiation 2 to 10 Gy [41] or even 30 to 60 Gy [42]. Although

MSCs are able to differentiate after being irradiated, we have
shown here that the balance osteogenesis/adipogenesis was
modified by low-dose irradiated MSCs. In the present study
the expression levels of CEBPA and PPARG, key factors driving
the adipogenic differentiation of BM MSCs, were decreased
after irradiation. A clear reduction in the amount of adipocytes
after the specific differentiation culture was also observed.
This is concordant with a number of studies that describe the
decrease of the adipogenic differentiation in irradiated MSCs
[20,21,24]. What is more subtle are the changes in the os-
teogenic capacity of MSC induced by low-dose irradiation. We
have seen by RT-PCR that the expression of RUNX2 and ALP
involved in early osteogenesis are decreased, whereas the
expression of SPP1, involved in late osteogenesis or miner-
alization, increases after irradiation. In concordance with the
expression of SPP1, the quantification of Alizarin Red-
positive staining mineralization deposits are also increased
in irradiated MSCs. These results are also supported by some
previous reports. In this respect, Abramovitch-Gottlib et al.
[22] saw that low level laser irradiation stimulates osteo-
genic differentiation of MSC seeded on a 3-dimensional
biomatrix, and Soleimani et al. [23] showed that low-level
laser irradiation increased the BM MSC differentiation to
osteoblast.

It has been shown that an altered differentiation capac-
ity may impact the hematopoietic supportive ability of MSCs.
Previous studies in murine models where mice were irradi-
ated to induce BM aplasia have shown a significant increase
in osteogenic and a decrease in adipogenic markers. Colony
forming units-fibroblast from these mice favors HSC prolif-
eration in vitro compared with colony forming units-fibroblast
obtained from control mice [43]. Accordingly, we report from
LT-BMC experiments that stromal layers from irradiated MSCs
had a reduced adipogenic and increased osteogenic capacity
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Figure 7. Differentiation status of LT-BMC stromal layer. During the 5 weeks of LT-BMC, the predifferentiation status of the stromal layer coming from non-
irradiated or irradiated MSCs was assessed. Adipogenic differentiation of non-irradiated (A) and irradiated stromal layer (B) was visualized and the number
of adipocytes growing were counted in non-irradiated (white) and irradiated (black) MSCs at days 7, 14 and 21 of the differentiation process (C). Calcium de-
position was quantified at the third and fifth week of the LT-BMC in non-irradiated (white) and irradiated MSCs (black) by Alizarin Red S staining in which
the absorbance was proportional to calcium deposits in the sample and with the mineralization level of the cells (D).

of differentiation, resulting in an increased hematopoietic
colony-forming capacity. Our results are also in agreement
with Naveiras et al. [5], who demonstrated that adipocyte-
rich BM regions had a reduced frequency of HSCs and that
adipocyte ablation in murine models enhanced hematopoi-
etic recovery after irradiation, showing a negative regulation
of hematopoiesis by BM adipocytes. There are also in vitro
studies in which human MSCs induced to adipogenic differ-
entiation attenuated the hematopoietic colony-forming
capacity of CD34* cells [44]. Nevertheless, some of our results
showed some variability. Thus, further confirmatory studies
performed on a paired sample with higher numbers of donors
are warranted to assess the real impact of our results.

In summary, our results suggest that the modifications
induced by low doses of y-irradiation on the capacity of dif-
ferentiation of MSCs improves their hematopoietic-supporting
ability. Nevertheless, future studies are needed, especially in
murine models to prove this effect in vivo. In addition, because
some of the results obtained showed several variations, further
studies with a higher number of paired samples are war-
ranted. In addition, different doses of irradiation should be
compared in the future to totally understand the effect of the
irradiation dose on these effects.
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The Incorporation of Extracellular Vesicles from
Mesenchymal Stromal Cells Into CD34" Cells
Increases Their Clonogenic Capacity and Bone
Marrow Lodging Ability
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ABSTRACT

Mesenchymal stromal cells (MSC) may exert their functions by the release of extracellular vesicles
(EV). Our aim was to analyze changes induced in CD34" cells after the incorporation of MSC-EV. MSC-
EV were characterized by flow cytometry (FC), Western blot, electron microscopy, and nanoparticle
tracking analysis. EV incorporation into CD34" cells was confirmed by FC and confocal microscopy,
and then reverse transcription polymerase chain reaction and arrays were performed in modified
CD34" cells. Apoptosis and cell cycle were also evaluated by FC, phosphorylation of signal activator of
transcription 5 (STAT5) by WES Simple, and clonal growth by clonogenic assays. Human engraftment
was analyzed 4 weeks after CD34" cell transplantation in nonobese diabetic/severe combined immu-
nodeficient mice. Our results showed that MSC-EV incorporation induced a downregulation of
proapoptotic genes, an overexpression of genes involved in colony formation, and an activation of
the Janus kinase (JAK)-STAT pathway in CD34" cells. A significant decrease in apoptosis and an
increased CD44 expression were confirmed by FC, and increased levels of phospho-STAT5 were
confirmed by WES Simple in CD34" cells with MSC-EV. In addition, these cells displayed a higher
colony-forming unit granulocyte/macrophage clonogenic potential. Finally, the in vivo bone mar-
row lodging ability of human CD34" cells with MSC-EV was significantly increased in the injected
femurs. In summary, the incorporation of MSC-EV induces genomic and functional changes in
CD34" cells, increasing their clonogenic capacity and their bone marrow lodging ability. STEM
CELLS 2019;00:1-12

SIGNIFICANCE STATEMENT

In the current study, the authors validate for the first time that preincubating human CD34" cells
with extracellular vesicles derived from human mesenchymal stromal cells not only modifies the
gene expression of the recipient cells (inducing a downregulation of proapoptotic genes and
overexpression of genes involved in colony formation and JAK-STAT pathway) but also signifi-
cantly increases their in vitro clonogenic ability and, most importantly, increases their 4-week
bone marrow lodging ability in vivo in a standard xenotransplantation model. This strategy could
potentially be exploited to increase the hematopoietic engraftment in the clinical setting.

including chemotherapy, infections or their treat-
ments, graft-versus-host disease, or high-dose
radiotherapy [4, 5].

Mesenchymal stromal cells (MSC) play an
important role in the regulation of most cells
of the BM microenvironment [6-8]. From a
therapeutic perspective, the administration of
MSC has been shown to increase the engraft-
ment ability and the hematopoietic function
in preclinical models of xenotransplantation
[9-13]. In addition, it has been shown that the

INTRODUCTION

Graft failure or poor engraftment and their con-
sequences are important complications after allo-
geneic stem cell transplantation (allo-SCT). Such
complications can be caused by an insufficient
number of transplanted cells, by the presence of
antibodies, or by a defective stroma [1-3].

It should be noted that bone marrow (BM)
stroma remains of host origin after allo-SCT and
can be damaged because of a number of factors,

©2019 The Authors. STEM CELLS published by
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MSC-EV Improves CD34" Cells Function

administration of MSC from third-party donors can also poten-
tially increase the engraftment and improve post-transplant
cytopenias [14, 15].

It has been recently demonstrated that some of the benefi-
cial effects of MSC can be exerted through the release of extra-
cellular vesicles (EV) [16, 17]. Although there are several types
of EV depending on their size and origin (e.g., exosomes, micro-
vesicles, and apoptotic bodies), all EV are small-size membrane-
derived particles that selectively carry some mRNA, microRNA,
lipids, and proteins that can be incorporated into recipient cells
and modify their function [18-21].

Several groups have shown that MSC-EV participate in the
communication between microenvironment and CD34" cells
[18, 22, 23]. Recent studies have demonstrated that EV released
by MSC could have similar effects to those of MSC [24-26].

In the current work, we wanted to evaluate multipa-
rametrically the changes induced in CD34" cells after the incor-
poration of MSC-derived EV. Moreover, we have assessed if this
incorporation has functional implications, evaluating their
clonogenic ability in vitro and the in vivo engraftment in a xeno-
transplantation model.

MATERIALS AND METHODS

MSC Isolation and Expansion

BM-MSC were isolated from 48 healthy donors (29 males and
19 females) with a median age of 40 years (range 18-83 years),
after written informed consent was obtained. All experimental
procedures were approved by local Ethics Committee (code
70/07/2015).

BM mononuclear cells (BM-MNC) were isolated by density-
gradient centrifugation (Ficoll-Paque, density: 1.077 g/ml, GE
Healthcare-BioSciences). Cells were seeded at a density of
1 x 10° cells per centimeter square and expanded as previously
described at 37°C and 5% of CO, in a humidified atmosphere
[27,28] in Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose
(Gibco, Life-Technologies) with 10% fetal bovine serum (Gibco,
Life Technologies) and 1% penicillin/streptomycin. After third
passage, MSC were assessed according to the criteria proposed
by the International Society for Cellular Therapy (ISCT) [29].

CD34" Cell Isolation

CD34" cells were isolated from residual material from leukapheresis
products of 33 healthy donors (23 males and 10 females) with a
median age of 47 years (range 20-71 years) used in our Trans-
plant Program. A small aliquot (1 ml) of fresh leukapheresis prod-
ucts from healthy volunteer donors in our allogeneic stem cell
transplant program was used for the study. All donors had been
prior evaluated in our pretransplant clinic, and informed consent
was obtained to obtain an aliquot for research purposes in case
the CD34" cell counts obtained exceeded the required maximum
amount for a standard sibling allo-SCT according to institutional
standard operational procedures. CD34" cells were purified
by immunomagnetic sorting in an AutoMACS (MiltenyiBiotec
GmbH) after labeling with the human CD34 MicroBead Kit
(MiltenyiBiotec). Purity and viability of cells was confirmed by
flow cytometry (FC). The mobilization regimen for the donors
was exclusively filgrastim at 5 pg/kg/12 hours during 4 days.
Only for xenotransplantation experiments (see below),
CD34" cells were isolated from umbilical cord blood (UCB),

©2019 The Authors. STEM CELLS published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press 2019

based on the higher in vivo engraftment ability compared with
adult CD34" cells [30]. Ten fresh UCB units were either pur-
chased from the Barcelona Blood and Tissue Bank and
CHEMCYL or kindly provided by the Obstetrics Department of
Hospital Universitario de Salamanca following standard proce-
dures, after proper informed consent was obtained from the
corresponding mothers. MNCs were isolated by Ficoll-Paque
density gradient centrifugation, and then CD34" cells were iso-
lated following the same protocol used for leukapheresis-
derived cells. Nevertheless, to confirm that some of the
observed results were also induced in cord-blood cells, some
experiments were additionally performed and are included in
Supporting Information Figure S2.

EV Isolation and Characterization

To avoid collecting EV from fetal calf serum, the latter was
removed from the culture medium for 12 hours. Then, the super-
natant was collected and centrifuged at 3,000g for 20 minutes
and then at 10,000g for 30 minutes. Supernatants were then
ultracentrifuged at 100,000g for 70 minutes at 4°C using a
Beckman Coulter Optimal-90K ultracentrifuge (Fullerton, CA)
[31]. Then, EV were characterized by:

¢ Nanoparticle tracking analysis (NTA): EV size distribution
and the amount of particles per millimeter were quantified
using a NanoSight LM10 instrument (Nanosight Ltd., UK)
with the NTA2.0 software.

e Transmission electron microscopy (TEM): The EV containing
pellet was fixed in 2% paraformaldehyde and 1% glutaralde-
hyde and processed as described in Supporting Information
Methods section. Samples were examined under a TEM
(FEITecnai G2 Spirit Biotwin) using a digital camera (Morada,
Soft Imaging System, Olympus) [32].

* Flow cytometry: For immunophenotypic characterization, EV
were incubated with monoclonal antibodies (see Supporting
Information Methods section for details). Samples were
acquired on a FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences, San
Jose, CA) using the FACSDiva 6.1 software (BD Biosciences). The
cytometer was previously calibrated and compensated [33]. A
mixture of fluorescent beads based on 1 pm monodisperse poly-
styrene  (Sigma-Aldrich) and PerfectCount Microspheres
(Cytognos, Salamanca, Spain) of 6-6.4 pm in size was used as a
size marker. A total of 10° events were acquired. Data were ana-
lyzed with the Infinicyt software (Cytognos, Salamanca).

e Western blot: EV were lysed in X1 RIPA lysis buffer with
Phenylmethylsulfonyl fluoride, protease inhibitor cocktail, and
sodium orthovanadate. Protein samples were loaded on a 12%
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis gel and transferred to
a poly(vinylidene fluoride) membrane, which was incubated
with primary antibody followed by the corresponding horse-
radish peroxidase conjugated secondary antibody (Supporting
Information data). The chemiluminescence was detected using
Clarity Western ECL Substrate (BioRad).

Incorporation of EV into CD34" Cells

To allow the incorporation of MSC-EV into human CD34" cells,
1 x 10° CD34" cells were cocultured with MSC-EV for 24 Ros-
well Park Memorial Institute Medium (RPMI) as it was
described before [23]. For each coculture, around 30 pg of
protein from MSC-derived EV was used. The same amount of
CD34" cells without EV was used as control.

STEM CELLS
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To allow their tracking before coculture, EV were stained
with Vybrant Dil cell labeling solution (Life Technology), following
manufacturer’s instructions [23,34]. As a control, an ultracentri-
fugation tube was included containing only phosphate-buffered
saline and Vybrant Dil. Then, the incorporation was measured
both by FC and confocal microscopy. For the former, cells from
13 samples were stained and acquired in a FACSCalibur flow
cytometer and analyzed with Flow JO (Oregon). For immunofluo-
rescence, CD34" cells were processed as indicated in Supporting
Information. Cellular nuclei were stained with 4’,6-diamidino-
2-phenylindole. Cells were viewed with a TCS SP5 Confocal Laser
Scanning Microscope (Leica Microsystems GMbH, Wetzlar) with
the LAS AF acquisition program (version 2.6.0.7266).

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction of
Stromal-Cell-Derived Factor-1 and Collagen Type |
Alpha |

Total RNA was extracted from 10 pairs of CD34" cells. cDNA
was prepared by reverse transcription using the High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), and the
converted cDNA was analyzed for stromal-cell-derived factor-1
(SDF-1) and Collagen type | Alpha | (COL1A1). Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase was used as a control. Genes were
quantified using TagMan Gene Expression Assays and the Step
One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Relative
quantification was calculated from the 274¢ values where:
AC, =C.Gene — C.Control.

Gene Chip Human Gene ST Arrays

Total RNA was isolated and purified from five pairs of CD34"
cells cocultured for 24 hours using RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), according to manufacturer’s instructions.
RNA integrity was assessed using Agilent 2100 Bioanalyzer.
Labeling and hybridizations were performed according to proto-
cols from Affymetrix in a Human Gene 2.0 ST Array. Washing
and scanning were performed using GeneChip System of
Affymetrix (GeneChip Hybridization Oven 645, GeneChip Fluid-
ics Station 450 and GeneChip Scanner 7G). The analysis is fur-
ther detailed in Supporting Information. Genes with a g-value
<0.05 were considered to be significantly expressed. The func-
tional and pathway analysis was carried out in the Webgestalt
application [35]. The Gene Expression Omnibus entry for each
sample includes the raw data (code #GSE120803) and is located
at the following website link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/query/acc.cgi?token=exozgmwofdqgblm;j&acc=GSE120803

Apoptosis and Caspase Activity Assays

After 24 and 48 hours of coculture, CD34" cells were stained with
Annexin V, 7-amino-actinomycin (7-AAD) using the BD Pharmigen
PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences). Cells were
also labeled with fluorescein isothiocyanate-conjugated CD34.
Samples were acquired on a FACS Calibur device. At least 5 x 10
events were recorded. Data were analyzed using Infinicyt. Cells
were considered to be in an early apoptotic state, late apoptosis,
or dead if they were Annexin V'/7-AAD~, Annexin V*/7-AAD", or
Annexin V~/7-AAD®, respectively, as previously reported [27]
(Supporting Information Fig. S3A). Caspase 3/7 and caspase 9 activ-
ity was measured after 24 hours of coculture using the Caspase-
Glo 3/7 Assay Systems kit and the Caspase-Glo 9 Assay Systems kit
(Promega). Ten samples were used to perform these experiments.

www.StemCells.com

Cell Cycle Analysis

Ten samples of CD34" cells were cocultured for 24 hours and
stained with propidium iodide using the kit BD Cycletest Plus
DNA Reagent Kit (Beckton Dickinson), according to manufac-
turer’s instructions. Samples were acquired in a FACS Calibur
flow cytometer and analyzed using ModFit LT V5.0.9 (Verity
Software; Supporting Information Fig. S3B).

Flow Cytometric Analysis of Proteins Involved in
Hematopoiesis

Ten samples of CD34" cells were incubated with the corr-
esponding monoclonal antibodies (see Supporting Information).
Samples were acquired on a FACS Calibur flow cytometer using
Cellquest Pro software. Data were analyzed using the Infinicyt
software. Data were represented as mean fluorescence intensity
(Supporting Information Fig. S4).

Capillary Electrophoresis Immunoassay

Whole-cell lysates were obtained from two samples of CD34" cells
with or without incorporation of MSC-EV. Capillary Electrophoresis
Immunoassay or Simple Western analyses were performed using
the WES machine (ProteinSimple, Santa Clara, CA), according to
the manufacturer’s protocols [36]. The data were analyzed with
inbuilt Compass software (ProteinSimple). Further details are pro-
vided in Supporting Information. For the assay, we used primary
antibodies Calnexin, signal activator of transcription 5 (STAT5), and
p-STATS (see also Supporting Information).

Clonogenic Assays

CD34" cells from 10 samples were incubated in different condi-
tions for 24 hours. Then, cells were recovered, and 1,500 cells
were seeded into methylcellulose MACSMedia Stem MACS HSC-
CFU complete without Epo human (Miltenyi Biotec, Germany) to
quantify progenitor cell colony-forming unit granulocyte/macro-
phage (CFU-GM), according to the manufacturer’s instructions.
After 14 days at 37°C in a fully humidified atmosphere of 5%
CO,, CFU-GM was scored using an inverted microscope.

Analysis of Human Hematopoietic Engraftment in Mice

For in vivo studies, 6-week-old nonobese diabetic/severe com-
bined immunodeficient (NOD/SCID; NOD.CB17-Prkdcscid/NcrCrl)
mice were purchased from Charles River Laboratories (Barcelona,
Spain) and maintained in the animal care facility of the Univer-
sity of Salamanca. All procedures followed the Spanish and
European Union guidelines (RD 1201/05 and 86/609/CEE) and
were approved by the Bioethics Committee of the University
of Salamanca (reg. 201100007924).

The murine transplant model was established as previously
reported with minor modifications [9]. Thirty female mice were
used (10 per experimental group). Six hours before transplanta-
tion, mice were irradiated with 350 cGy total body irradiation
using a cesium source (Gammacell-200, Nordion International).
Animals were anesthetized with a mixture of ketamine
(90 mg/kg; Imalgene 500) and xylazine (10 mg/kg; Rompun
2%, KVP Pharma). Two experimental groups were established:
(1) 2 X 10° UCB CD34" cells and (2) 2 x 10° UCB CD34" cells pre-
viously cocultured with MSC-EV. For each coculture, around
60 pg of protein from MSC-derived EV was used. Cocultures
were incubated for 24 hours in a volume of 500 pl RPMI per
well. Then 1 x 10° cells were administered via intrafemorally,
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through the knee. Four weeks after transplantation, mice were
sacrificed and the hematopoietic engraftment was evaluated by
FC in the injected femur (right), contralateral femur (left), and
spleen [37]. All cell suspensions were collected and red blood
cells were lysated. Samples were stained with monoclonal anti-
bodies (specified in Supporting Information). Data analysis is
detailed in Supporting Information.

Statistical Analysis

Values were summarized as median and range. The nonpara-
metric Wilcoxon Signed Ranks Test was used, and p values <.05
were considered significant. Statistical analyses were done with
GraphPad Prism version 5.00 for Windows.

RESULTS

Characterization of MSC, CD34" Cells, and MSC-EV

In all the assays, MSCs were characterized according to the defini-
tion criteria established by ISCT [29] and as previously described
[27] (Supporting Information Fig. S1). The viability of MSC at the
time when EV were collected was over 77% in all cases.

CD34" progenitor cell purity after immunomagnetic sorting
was in all cases >85%. The viability was higher than 80% in all
cases.

EV size evaluated by NTA was homogeneous among samples
with a mean of 131.93 nm (range: 124.4-143.6 nm). Mean parti-
cle concentration was 9.09E**° particles per milliliter (range:
5.16E"2°-1.21E"*; Fig. 1A). In addition, the characteristic rounded
morphology of EV with a hypodense center and the typical
bilayer membrane was observed by TEM. (Fig. 1B) Next, FC analy-
sis showed that all EV had a size smaller than 1 um, were nega-
tive for hematopoietic markers as CD34 and CD45, and positive
for MSC markers (as CD90 and CD44) and exosome markers
(as CD81 and CD63). Unstained EV were used as control. (Fig. 1C)
Finally, by Western blot analysis, the characteristic expression of
CD63 was also demonstrated (Fig. 1D). These results fulfill the
recommendations of the International Society of Extracellular
Vesicles [38].

Incorporation of MSC-EV into CD34" Cells

The incorporation was first demonstrated by FC, and as it is
shown in (Fig. 2A), the median of cells that had incorporated
EV after 24 hours of coincubation was 40.34%. As a control,
culture media without EV was labeled with Vybrant Dil and
incubated in the same conditions with CD34" cells. The incor-
poration was negative as well as when CD34" cells were cul-
tured alone for 24 hours.

To confirm these results, incorporation of MSC-EV into
CD34" cells was also demonstrated by confocal microscopy
(Fig. 2B).

In addition, the reverse transcription polymerase chain
reaction expression of SDF-1 and COL1A1, genes that are
described to be highly expressed in MSC, was increased in
CD34" cells that had been incubated with EV compared with
control CD34" cells (Fig. 2C).

Gene Expression Profiling of CD34" Cells

In order to obtain a global view of the changes induced on
CD34" cells after the incorporation of MSC-EV, the gene
expression profiling (GEP) of five samples was analyzed.

©2019 The Authors. STEM CELLS published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press 2019

Applying SAM analysis, we found statistically significant dif-
ferences in the expression of 608 genes between CD34" cells
alone and CD34" cells that had incorporated MSC-EV out of
7.460 tested genes by applying the established filtering criteria.

Of them, 176 genes were upregulated and 432 genes were
downregulated after the incorporation. These genes were involved
in several pathways. One of these pathways was apoptosis where
12 genes were altered, among which some proapoptotic genes as
CASP3 and CASP6 were downregulated, whereas some anti-
apoptotic genes as BIRC2, BIRC3, and NFKB were upregulated.
Another altered pathway was Janus kinase (JAK)-STAT that,
overall, was upregulated. Hematopoietic cell lineage pathway
had also some upregulated genes as /L11, CD22, and IL3RA
involved in hematopoietic colony formation. Also cytokine-
cytokine receptor interaction pathway was upregulated (Fig. 3;
Supporting Information Table S1). Also, CD44, very important mol-
ecule in hematopoietic engraftment, and prostaglandin-
endoperoxide synthase 1 (PTGS1, COX1), precursor of pro-
staglandine E2 (PGE,), were upregulated within the incorporation
of MSC-EV.

Incorporation of MSC-EV into CD34" Cells Increases
Their Viability and Decreases Their Caspase Activity

As we observed in the GEP analysis, the incorporation of MSC-EV
into CD34" cells could induce changes in the genes involved in
viability/apoptosis. In order to confirm these results, cell viability
assay was performed after 24 hours (n =14) and 48 hours
(n = 11) of coculture with EV. After 24 hours of culture, 87.01%
(80.19%-93.02%) of CD34" cells were viable, and the incorpora-
tion of EV did not show any benefit in terms of early viability.
However, after 48 hours of culture, CD34" cells which incorpo-
rated MSC-EV had a significantly higher median viability com-
pared with control cells, 72.19% (range: 67.85%—83.7%) versus
67.28% (range 63.66%—72.62%). This increase in cell viability was
related to a significant decrease of late apoptotic cells (Annexin
V*/7-AAD") and dead cells (Annexin V~/7-AAD"; Fig. 4A). Besides,
caspase 3/7 and caspase 9 activity was measured after 24 of
coculture (n =10). We observed a significant decrease in the
activity of both caspase 3/7 and caspase 9 after the incorpora-
tion of MSC-EV in CD34" cells (Fig. 4B).

Incorporation of MSC-EV into CD34" Cells Do Not
Significantly Modifies Cell Cycle S-Phase

To further investigate the implication of EV incorporation into
CD34" cells, cell cycle was studied in 11 samples. Cell cycle
results showed that after 24 hours of culture, the percentage of
cells in S phase was similar in the MSC-EV group (1.725 + 0.3)
compared with CD34* controls (1.501 + 0.22). However, we
detected a significant decrease in the percentage of cells in
phase Go/G; in CD34" cells that have incorporated MSC-EV
(p = .032; Fig. 4C).

Expression of Genes Involved in Hematopoiesis in
CD34" Cells

Protein expression of genes involved in the maintenance of
hematopoiesis was studied by FC. We detected a significant
increase of CD44 expression after the incorporation of MSC-EV
into CD34" cells (already shown in the GEP analysis). We did
not find significant changes in C-X-C chemokine receptor type
4 (CXCR4), Integrin Subunit Alpha 4 (ITGA-4), and c-KIT expres-
sion (Fig. 5A).
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Figure 1. Characterization of extracellular vesicles (EV) released from mesenchymal stromal cells (MSC). Size distribution (hnm) and con-
centration (particles x 10*° per milliliter) quantified by nanoparticle tracking analysis. (A): Representative graph for one sample of EV
obtained from 3 x 10° MSC. (B): EV samples contrasted with uranyl-oxalate solution and examined under a transmission electron micro-
scope. Scale bar = 200 nm, original magnification x8,000. Representative image of flow cytometry characterization of EV in one sample.
Gates of EV were defined in the forward and side scatter dot plot by setting the upper size limit in 1 pm. Microbeads with a diameter of
1 pm were used for that purpose. The other dot plots represent EV stained with hematopoietic markers (CD34 and CD45), mesenchymal
markers (CD90 and CD44), and exosomes markers (CD81 and CD63). Unstained controls are shown in gray, and EV stained with different
antibodies are represented in black. (C): Samples were acquired on a FACS Calibur flow cytometer. (D): EV characterization by Western
blot assay for the expression of CD63. Abbreviations: SSC, side scatter; FSC, forward scatter.

By WES Simple, we have also detected an increase in the with control CD34" cells (p = .032). There were no differences in
levels of phospho-STATS after the incorporation of MSC-EV in the size or shape of colonies between both experimental groups
CD34" cells. The ratio phospho-STAT5/STATS increases in all cases (Fig. 5C). The same results were observed in a subset of experi-
after the incorporation of MSC-EV but the increase is heteroge- ments performed with cord-blood CD34" cells (Supporting Infor-
neous among different samples of MSC-EV (Fig. 5B). These results mation Fig. S2).
were confirmed by FC where an increase in the mean of fluores-
cence intensity of p-STATS after the incorporation of MSC-EV in

. . +
CD34" cells was observed (Supporting Information Fig. S5). Incorporation of MSC-EV into CD34" Cells Increases

Their BM Lodging Ability in NOD/SCID Mice

. . . In vivo effects of the incorporation of MSC-EV were analyzed in a
Incorporation of MSC-EV into CD34" Cells Increases hematopoietic xenotransplantation model. For that, CD34" cells

Their Clonogenic Capacity with or without EV incorporation were injected intrafemorally
Clonogenic studies were performed in 10 samples. We observed into NOD/SCID mice. Human chimerism (human CD45" cell per-
that the capacity of CD34" to form CFU-GM was significantly centage) after 4 weeks was analyzed in both the injected (right)
higher in those cells that had incorporated MSC-EV compared and noninjected (left) femurs and the spleen (n = 10; Fig. 6).
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Figure 2. Uptake of EV from MSC into CD34" cells. EV previously stained with fluorescent dye Vybrant Dil cell labeling solution (red)
were cultured with CD34" cells for 24 hours. Representative images of the incorporation after 24 hours by flow cytometry in one sample.
The first two dot plots show the forward and side scatter axes (l) and the gate of cells that are positive for CD34 Ab (Il). The other dot
plots represent the percentage of CD34" cells that have incorporated EV: CD34" cells alone (lll), CD34" cells cultured with MSC-EV (IV),
and CD34" cells cultured with supernatant without EV, stained with Vybrant Dil (V). (A): Samples were acquired on a FACS Calibur flow
cytometer. Representative images of the incorporation after 24 hours by confocal microscopy in one sample. Scale bar = 7.5 um. CD34"
cells were labeled with anti-CD45 ab (in green). Nuclei were stained with DAPI (blue). (B): Images in the top row represent cells without
EV; images in the bottom row are from CD34" cells that had incorporated MSC-EV. Relative expression of SDF-1 and COL1A1 in CD34"*
alone or cultured with MSC-EV performed by reverse transcription polymerase chain reaction. (C): Glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase was used as control n = 10. Abbreviations: COL1A1, collagen type i alpha I; DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole; EV, extracellular
vesicles; FSC, forward scatter; MSC, mesenchymal stromal cells; SDF-1, stromal-cell-derived factor-1; SSC, side scatter.

©2019 The Authors. STEM CELLS published by STEM CELLS
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press 2019



Preciado, Muntidn, Corchete et al.

50
45
40
35
30
25
20

. ‘I II IIIIII.. LT

Altered Pathways

Number of altered genes

1

v O

H Metabolic pathways

Cell Adhesion molecules (CAMs)

m Cytokine-cytokine receptor interaction

W Apoptosis

m JAK-STAT signaling pathway Chemokine signaling pathway

mHematopoietic cell lineage

m Leukocyte transendothelial migration

m Focal Adhesion

m MAPK signaling pathway

W Regulation of actin cytoskeleton W B-cell receptor signaling pathway
Phosphatidylinositol signaling system m T-cell receptor signaling pathway
DNA replication m Inositol phosphate metabolism
Toll-like receptor signaling pathways p53 signaling pathway

W Mismatch repair W Base excision repair

Figure 3. Gene expression profiling of CD34" cells. Purified RNA
from five samples in both conditions (alone or with mesenchymal
stromal cells-extracellular vesicles) was hybridized in gene expres-
sion arrays (Affymetrix). The significance analysis of microarrays
technique was used for the identification of differentially expressed
genes among samples. Column graph representing the most altered
pathways after a pathway analysis using the KEGG database and
Webgestalt. Abbreviation: KEGG, kyoto encyclopedia of genes and
genomes.

The percentage of human CD45" cells in the injected femur was
significantly higher in mice transplanted with CD34" that had
incorporated MSC-EV (p = .027) compared with CD34" cells alone
(Fig. 6A). Nevertheless, we did not observe significant differences
between both groups in the left femurs and spleens (Fig. 6A).

In order to analyze multilineage cell engraftment, cell subpop-
ulations were evaluated only in the injected femurs (right) due to
their higher engraftment. We found higher levels of human
CD34%, cD14*, CD13%, and CD19" cells in mice transplanted with
CD34" cells that had incorporated MSC-EV compared with CD34"
cells alone, but these differences were not significant (Fig. 6B).

The current work validates the potential role of a new approach
to benefit from the effects of MSC administration on hemato-
poietic function of CD34" cells in the transplant setting:
preincubating human CD34" cells with EV derived from human
MSC and infusing only the CD34" cells. This strategy significantly
increases the in vitro clonogenic ability of CD34" cells but most
importantly increase their 4-week BM lodging ability in vivo in
the injected femur.

There is extensive information on the role of MSC to improve
the hematopoietic engraftment [9,39-42], and the administra-
tion of MSC to improve engraftment is being explored in clinical
trials. As MSC may exert some of their effects through the

www.StemCells.com

release of EV [24,43,44], there are some preclinical studies that
have explored the role of MSC-EV in the improvement of hema-
topoiesis after hematopoietic transplantation [25, 45, 46] and to
analyze the MSC-EV influence on CD34" cells gene expression
pattern, altering their survival and promoting their homing to
the BM [26]. In this regard, we have observed that the incorpora-
tion of MSC-EV into CD34" cells modifies the expression of some
genes (176 upregulated and 432 downregulated) compared with
control CD34" cells. Some of these genes were involved in apo-
ptosis. Therefore, we confirmed by FC that apoptosis was sig-
nificantly decreased in CD34" cells that incorporated vesicles.
This is in accordance with findings that MSC-EV can down-
regulate phosphorylation of H2AX after damage to CD34" cells,
leading to a better DNA repair efficiency and the inhibition of
apoptosis [47]. It has also been reported that the mechanisms
underlying recovery of CD34" cells by MSC-EV are not only due
to a decrease in apoptosis but also due to a stimulation of prolif-
eration. We have observed an upregulation of JAK-STAT pathway
and confirmed the increased levels of STAT5 phosphorylation by
WES Simple and FC after the incorporation of MSC-EV in
CD34" cells. Although there are no previous data on the implica-
tions of this (probably transient) upregulation of JAK-STAT on
CD34" cells induced by MSC-EV incorporation, it is well
established that a constitutive upregulation of this signaling
pathway (as observed in V617F JAK-2 mutations in myeloprolifer-
ative neoplasms) leads to CD34" cell proliferation and reduced
apoptosis [48,49]. In addition, an upregulation of JAK/STAT sig-
naling has been shown in CD34" cells from acute myeloid leuke-
mia patients compared with normal cord blood or peripheral
blood stem cells, suggesting that JAK/STAT signaling supports
AML cells growth and survival [50, 51]. In addition, De Luca et al.
demonstrated that MSC-EV miRNAs and piRNAs influence CD34"
cells gene profile, inducing cell survival and proliferation in all
the hematopoietic lineages [26].

We have also shown that MSC-EV carry bioactive molecules
and can transfer mRNA and proteins to the target cells [23, 34].
The bioactive cargo enclosed in MSC-EV may play a role in favor-
ing hematopoietic engraftment. In fact, we have shown that the
expression of CD44, a well-known factor involved in cell adhesion
and migration, is increased after the incorporation of MSC-EV
into CD34" cells. These results are consistent with findings that
MSC-EV carry mRNA for CD44 [52], we also have confirmed that
MSC-EV express CD44 protein on their surface. The effects may
not involve CXCR4, another important factor for homing and
engraftment, as we have not observed changes in its expression
after the incorporation of MSC-EV, although some groups have
described an increase in its expression [26]. This discordance
may be related to different experimental conditions (e.g., the lat-
ter results were obtained in cord-blood CD34" cells, whereas our
in vitro experiments were performed with G-CSF mobilized adult
CD34" cells). In this regard, we performed some of the experi-
ments with cord blood cells (Supporting Information Fig. S2), and
with cord blood cells, the increase in CXCR4 expression after
MSC-EV incorporation is significantly increased. In addition, the
fact that we have observed that CD34" cells gain SDF-1 expres-
sion after the incorporation of MSC-EV warrants a specific com-
ment. The importance of the SDF-1/CXCR4 axis in CD34" cells
homing and engraftment is unquestionable but is generally con-
sidered only in the most important direction, which is the inter-
action between SDF-1 expressed in MSC and CXCR4 expressed in
CD34" cells. However, MSC can also express low levels of CXCR4

©2019 The Authors. STEM CELLS published by
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Figure 4. Viability, caspase activity, and proliferation of CD34" cells. Apoptosis assays in CD34" cells alone or CD34" cells that have incor-
porated MSC-EV after 24 and 48 hours of culture. CD34" cells were incubated with Annexin V, 7-AAD, and CD34, and the expression of
different cell surface markers was analyzed by flow cytometry. Cells were considered to be viable (Annexin V™/7-AAD™), in an early apo-
ptotic state (Annexin V*/7-AAD™), late apoptosis (Annexin V*/7-AAD"), or dead (Annexin V~/7-AAD"). (A): Data expressed as mean of the
percentage of cells in the different conditions, caspase activity assays in CD34" cells alone or CD34" cells that have incorporated MSC-EV
after 24 hours of culture. (B): Luminiscence is expressed as the number of relRLU. Cell cycle profiling of CD34" cells after 24 hours of incu-
bation with MSC-EV analyzed by flow cytometry. (C): Data are represented as mean of the percentage of cells in each phase. Ten experi-
ments were done for each group. Abbreviations: 7-AAD, 7-amino-actinomycin; EV, extracellular vesicles; MSC, mesenchymal stromal cells;

RLU, relative light unit.

[53-55], so the fact that CD34" cells express SDF-1 could also
potentially favors the interaction between SDF-1 and CXCR4,
enhancing the engraftment ability of CD34" cells. We have also
found an increased expression of PTGS1, precursor of PGE, after
the incorporation of MSC-EV. PGE, enhances CD34" cells homing,
survival, and proliferation [56].

Besides these changes in gene and protein expression after
the incorporation of MSC-EV into CD34" cells, the most impor-
tant questions are related to the potential functional implica-
tions of these changes. As it has been mentioned, we have
addressed them both in vitro and in vivo. Interestingly, the
in vitro clonogenic assays revealed a significant increase in col-
ony formation after MSC-EV incorporation. This is again in
agreement with the upregulation of some molecules involved
in hematopoiesis as IL11, CD22, and IL3RA that where shown

©2019 The Authors. STEM CELLS published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press 2019

in the GEP analysis. Other reports support these findings show-
ing higher colony outgrowth after treatment of CD34" cells
with MSC-EV [25, 45, 47].

The latest and most relevant test was to evaluate whether
MSC-EV could improve in vivo engraftment of CD34" cells. For
this experiments, we used cord blood CD34" cells, as their
engraftment capacity is higher, in order to reduce the number
of cells and vesicles needed for each experiment [57] but
maintaining the proportion of MSC-EV/ CD34" cells we have
previously used in all the in vitro experiments. We have
observed a significant better BM lodging ability in the injected
femurs after 4 weeks in mice with human CD34" cells that had
incorporated human MSC-EV in comparison with the lodging
of control CD34" cells. In accordance to our results, De Luca
et al. analyzed the homing into the BM of intravenously

STEM CELLS



Preciado, Muntion, Corchete et al.

A CD44 CXCR4
>
1,500 = 3,000
-:g p=.013 2
s
£ =
@ 1,000 g 2000
g 8
: g
$ 5 1,000
S =2
3 i
i c
; i
g " ~
5
& 19

2
G
s 2
£ g
© @
8 2
s 8
] 2
e '
S =
3 g &
™
= 2
§
2 - T 0
A~ x 3
O p o
© & [ éﬁ;\
o &
54 00,5‘-
PO T TR Y ©
B PO & & & C CFU-GM
& & Y &
SN NS N
o & 9 &"r &'\z &'s, g‘\r @,’\f
O RO U -
03“’\ b."&\ ’.}n&\ b-Xbe) x"é\’, x“e\\o}x"é'yx“'} 40 p=.010
F P o H]
FFFITIT TS S 8w
Calnexin NN WO O P N e R B oskDa e
o
sTATS e Y S e s 90KDa %5 200
=
P-STATS —_— o [ ]  EEETOH 8
E 100
z
Calnexin Calnexin
160.000 160.000 0
140.000 [ 140.000
g 8
€ 120000 2 120000
I ‘ g
“E 100000 ! | -2 100000
E v : E win
° i \ S STATS
£ 60.000 ! STATS £ coo00
£ i \ 2 /
O 40000 S wow
20.000 ‘\ 20.000 y
p-STATS p-STATS
MW (Kda) MW (Kda)
CD34" cells CD34*+MSC-VE

Figure 5. Expression of proteins involved in hematopoiesis on CD34" cells and their capacity of colony formation. Mean fluorescence inten-
sity of different proteins involved in hematopoiesis maintenance as CD44, CXCR4, ITGA-4, and c¢-KIT was evaluated by FACS analysis. (A): Sam-
ples were acquired on a FACS Calibur flow cytometer. (B): Results from Calnexin, STATS, and phospho-STATS quantification in CD34" cells,
visualized as virtual blots (up) or peaks (only one representative sample of CD34" cells and other representative sample of CD34" cells that
have incorporated MSC-EV) (down), analyzed by WES Simple technology using Compass software. Total CFU-GM from CD34" cells were scored
after 14 days in methylcellulose medium. (C): CD34" cells were cultured with or without EV for 24 hours and then, 1,500 cells were seeded into
methylcellulose medium. Data are represented as mean of 10 experiments for each group. Abbreviations: CFU-GM, colony-forming unit

granulocyte/macrophage; EV, extracellular vesicles; MSC, mesenchymal stromal cells.

(instead of intrafemorally) administered human CD34" cells
with incorporated vesicles only 24 hours after the injection
[26], but human engraftment at later time points was not
studied in their work. Other authors have found potential ben-
eficial effects of either murine or human MSC-EV in different
results with different experimental designs different from our
approach. In this regard, Wen et al. showed that murine or
human MSC-EV improves the engraftment of murine CD34"
cells damaged by irradiation [47], and Schoefinius et al. found
that the injection of MSC-EV rescues hematopoiesis in irradi-
ated mice without the addition of CD34" cells [25]. We have
not found differences in the percentage of human cells neither
in the contralateral femur nor in the spleen of these mice.

www.StemCells.com

Regarding these results, several groups have described that
intrabone transplantation results in higher human cell engraft-
ment or chimerism in the injected femurs, whereas engraft-
ment at distal hematopoietic sites as the peripheral blood,
spleen, and contralateral femur could be lower. Some studies
suggest that the retention of human cells in the BM after
intrabone injection enhances local chimerism at expense of
systemic chimerism [58,59]. Furthermore, prior published
studies from our own group also showed higher engraftment
in the injected femur when compared with the contralateral
femur [9]. It could be hypothesized that MSC-EV incorporation
into CD34" cells may only improve lodging and retention in
the injected femur but not in the homing ability or that the

©2019 The Authors. STEM CELLS published by
Wiley Periodicals, Inc. on behalf of AlphaMed Press 2019
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Figure 6. Analysis of human hematopoietic lodging in nonobese diabetic/severe combined immunodeficient mice. The percentage of
human CD45" cells (donor chimerism) in total bone marrow samples from both the femurs, right (injected site) (A) and left (contralateral)
(B), and spleen (C) at 4 weeks after hematopoietic transplantation was analyzed by flow cytometry. Percentage of human hematopoietic
subpopulations (CD34, CD14, CD13, and CD19) in right femur bone marrow at week 4 (D). Data are represented as mean of 10 experi-
ments for each group. Abbreviations: EV, extracellular vesicles; MSC, mesenchymal stromal cells.

increase in engraftment in the injected femur is not enough to
compensate that of other distal BM niches.

In this study, we have demonstrated that human MSC-EV are
able to incorporate into human CD34" cells, modifying their
gene expression and increasing their viability, clonogenic capac-
ity in vitro, and their 4-week BM lodging ability in vivo in the
injected femurs in a xenotransplantation model.
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