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Introduccion

1.1. Hematopoyesis y micromedioambiente

1.1.1. Célula stem hematopoyética

A principios del siglo XX se desarrolla entre la comunidad cientifica la idea
de la existencia de una célula “madre” a partir de la cual se pueden diferenciar todos
los tipos celulares sanguineos. Pero no es hasta mediados de siglo cuando Till y
McCulloch comprueban la existencia de la célula stem hematopoyética (CSH) y los
criterios caracteristicos que definen a este tipo celular: su capacidad de
autorrenovacion, que permite mantener el pool celular, y su potencial de
diferenciacién hacia diferentes tipos celulares maduros 2. Asi, la CSH se ha
convertido en la célula stem adulta mejor caracterizada, habiendo sido el modelo del
sistema hematopoyético el principalmente empleado en el estudio de la estructura,

funcion y biologia de este tipo celular durante décadas.

En el adulto, las CSH residen principalmente en la medula 6sea (MO) y son
responsables de la produccion diaria de todas las de células maduras de la sangre.
Pero ademas, gracias al proceso de autorrenovacion, al menos una de las células hijas
de la célula stem, mantendra esa capacidad stem, y esto se debe tanto a divisiones
simétricas como asimétricas (Figura 1). Tras una division simétrica, las dos células
hijas van a mantener esa capacidad stem. Tedricamente, este proceso expande el pool
de CSH, siendo asi un proceso muy importante en los casos de trasplante y de dafio a
nivel hematopoyético. En una division asimétrica, las dos células hijas toman
distintas determinaciones, siendo solamente una de ellas la que mantiene la
capacidad stem mientras la otra se compromete hacia un determinado linaje en un
estado mas diferenciado. La autorrenovacion es critica para el mantenimiento del

pool de CSH y para el de la hematopoyesis a lo largo de la vida.
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Divisién simétrica Divisién asimétrica

/ Célula \ / Célula \
stem stem

Célula Célula Célula Progenitor
stem stem stem comprometido

Figura 1: Capacidad de autorrenovacion de las células stem. Tipos de divisiones mitoticas

que les permiten mantener constante el pool celular.

1.1.2. Hematopoyesis

El sistema hematopoyético estd organizado cldsicamente de manera
jerarquica, con un numero bajo de CSH que dan lugar a una progenie que
progresivamente va perdiendo la capacidad de autorrenovacion y reduciendo su
potencial de diferenciacion formando finalmente células maduras funcionales (Figura
2). Desde que en 1876 Mosler realizara la primera biopsia medular hasta la
actualidad, muchos han sido los estudios realizados con el fin de identificar, aislar y
caracterizar los tipos celulares existentes en la MO’. Actualmente, atendiendo al
grado de maduracion que transcurre durante el proceso de hematopoyesis, podriamos
dividirlo en tres compartimentos celulares: CSH, células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) y células maduras. El primer escalon lo ocupa la CSH,
aislada por primera vez en 1988 a partir de MO de raton®. Hoy en dia la CSH se
caracteriza por la expresion de distintos marcadores de membrana entre los que
destaca el CD34 y la ausencia de marcadores especificos de linea. Funcionalmente,
proporciona un aporte constante de células hematopoyéticas tanto de linea linfoide

1;5;6

como mieloide ", ademas de ser capaz de mantener un pool constante de CSH.

Siguiendo este proceso de diferenciacion aparecen las CPH, que se encuentran en
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distintos estadios de diferenciacion hasta originar la célula madura. En estas células
se van produciendo cambios que las comprometen mas hacia un tipo celular maduro
aunque todavia no adquieren sus caracteristicas morfologicas. La transicion a través
de los distintos tipos celulares hasta llegar finalmente a una célula madura va
acompafiada de una pérdida de la capacidad de auto-renovaciéon asi como una
ganancia de funcionalidad.

I

CSH

Progenitor l Progenitor
mieloide Linfoide

comprometido ‘ \ Comprometido

Progenitores

multipotentes /
o | O \/0
o e é

@ o

CFU-Meg BFU-E . Pre-B l
| | @
. . . Pre-T
‘ CFU-E CFU-M - .

@
T
=
O
=

l. a
l o Monocitos Basofilos l T
[en)
U0 Eritrocitos 0 ‘
Y o0
Plaquetas Neutréfilos  Egsinéfilos Plasmaticas

Figura 2: Organizacion jerarquizada del sistema hematopoyético.

CSH: Célula stem hematopoyética; CFU-Meg: Unidad formadora de colonias megacatiociticas; BFU-
E: Unidad formadora de burst eritroide; CFU-E: CFE-Eritroide; CFU-GM: CFU-Granulomonocitica;
CFU-M: CFU-Monocitica; CFU-G: CFU-Granulocitica; B: Linfocito B; T: Linfocito T; NK: Célula
Natural Killer

El funcionamiento normal de la hematopoyesis resulta de la interaccion entre
mecanismos intracelulares y la influencia del micromedioambiente, donde se
desarrollan las células hematopoyéticas. La célula responde a programas genéticos

que finalizan en la formacion de la célula madura. Los grupos de genes, y
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principalmente de factores de transcripcion que dirigen este proceso a nivel
intracelular, se encuentran en gran parte controlados por una serie de factores de
crecimiento y sefiales extracelulares. Esto indica la gran importancia que tiene el
entorno o micromedioambiente en la regulaciéon de la hematopoyesis, demostrado
por la dificultad que existe para mantener y/o expandir las células hematopoyéticas

aisladas en condiciones in vitro.

1.1.3. Micromedioambiente

En 1978, Schofield, propuso por primera vez la idea de que las células stem
residian en un compartimento anatomico o nicho que se encargaba del
mantenimiento de las propiedades de las células stem’. Se han disefiado diversos
estudios con el fin de visualizar y analizar estos nichos, que han permititdo
comrpobar que las sefiales que provienen de los mismos regulan los procesos de
auto-renovacion, supervivencia y mantenimiento de las células stem, que la relacion
entre ¢stas y las células de soporte puede polarizarlas respecto al nicho y promover
asi divisiones asimétricas y que ademas existe una conexién directa entre la fuente de
sefales de autorrenovacion y mantenimiento, el nicho de la célula stem, y las propias

células stem.

La decision final entre autorrenovacion diferenciacion y quiescencia
proliferacién esta altamente regulada por la integracién de factores intrinsecos y

extrinsecos que proporciona el micromediambiente en el que las células residen.

Aunque los nichos varian entre ellos, presentan una serie de componentes
comunes, los cuales reflejan que el nicho representa una entidad compleja y dindmica
en la que la integracion de multiples sefiales permite el control del nimero y funcion

de las células stem (Figura 3). Asi encontramos:
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e La propia célula stem.

e Las células de soporte del estroma que interactiian directamente con la célula
stem y con otras a través de receptores de membrana, uniones tipo gap y
factores solubles. Entre estas células se encuentran las células stem
mesenquimales (CSM), progenitoras de varios componentes del estroma.

e Proteinas de la matriz extracelular que aportan estructura, organizacion y
sefales mecanicas.

e Vasos sanguineos que llevan las sefiales sistémicas y son el canal de llegada

de células inflamatorias y otras cé€lulas circulantes al nicho.

Senales nerviosas que pueden comunicar otras sefales reguladoras.

Figura 3: Componentes del nicho de las células stem cuya accion integrada influye en la

regulacion y funcionamiento de las mismas.

Sin embargo, para comprender como el micromedioambiente puede influir en
las células stem, es necesario poder localizar a estas ultimas. En el caso de la CSH,

gracias a la existencia de marcadores especificos, se ha visto que una parte de las
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CSH residen junto a la superficie del endostio en el hueso trabecular, muy proximas
tanto a los osteoblastos que forman el hueso como a las células endoteliales que
limitan los vasos sanguineos. Las CSH pueden abandonar este nicho, entrar en la
circulacion y volver al nicho. Su proximidad a células endoteliales puede facilitar

esta movilizacion de la médula Osea a la circulacion.

1.1.4. Nicho hematopoyético

Actualmente se define nicho hematopoyético como un micromedioamiente
especifico de la MO que anatdmicamente contiene las CSH y las controla. Juega un
papel importante en la regulacion de la supervivencia y capacidad de
autorrenovacion de las CSH protegiéndolas del agotamiento previniendo su excesiva
proliferacion. Auqgnue distintos tipos celulares han sido propuestos como posibles
componentes, su funcién integrada es aln desconocida, lo que limita la

caracterizacion de estos nichos.

Desde este punto de vista anatomico, podemos diferenciar un nicho
osteoblastico y otro vascular. En primer lugar se describié el nicho osteoblastico
como la residencia oficial de las CSH quiescentes o mas inmaduras. Este nicho seria
el principal encargado del mantenimiento del pool de CSH. Mas recientemente, se ha
descrito la existencia en MO de otro compartimento, el nicho vascular, compuesto
principalmente por los sinusoides de la MO alrededor de los cuales se localizarian las
CSH. La funcion de este nicho genera mas controversia puesto que mientras en
alguna teoria seria solamente la via de salida de las CSH al torrente sanguineo, para

otros autores puede ser otro nicho capaz de mantener las CSH.

Centrandonos en el estudio del nicho de la MO, pronto de ha propuesto la

inclusion de los osteoblastos, especialmente los de la zona del endostio, debido a su
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proximidad anatomica. Se ha demostrado que las células mas inmaduras se
encuentran proximas o asociadas a estos osteoblastos y que por ello deberian influir
en las mismas. Estudios in vitro han demostrado la capacidad de los osteoblastos
para mantener las CSH en cultivo® y mas recientemente, trabajos in vivo han
permitido ver como el injerto de las CSH mas inmaduras tras un trasplante se
produce cerca del endostio e incluso como modificaciones en los osteoblastos son
capaces de transformar las CSH sanas en patologicas’. Todo ello sugiere que estos
osteoblastos proximos al endostio son el “soporte” primario de las CSH. No es de
extraiar la importancia de los osteoblastos ya estd ampliamente establecido que
producen citocinas importantes para la expansion de progenitores mieloides como G-
CSF, GM-CSF, IL-6, IL-1 y TGFB. Ademas secretan proteinas en la matriz capaces
de provocar una respuesta en la CSH. Un ejemplo es la osteopontina (OPN), que
provoca inhibicion de la division de la CSH manteniendo el pool de células
inmaduras o las vias Angl/Tie2 y TPO/Mpl que mantienen las CSH en estado
quiescente. También se ha demostrado su papel en el anidamiento y mantenimiento
de las CSH en el nicho de la MO a través de la secrecion de ligando CXC-
Quimiocina 12 o factor 1 derivado del estroma (CXCL12 o SDF1) que media el
anclaje de las CSH por unién a su receptor CXCR4®. Ademas la interaccion célula-
célula entre CSH y osteoblastos mediante uniones N-Cadherina parece jugar un papel
en la toma de decisiones de las CSH, aunque este aspecto no estd del todo claro.
Actualmente, algunos autores indican que dentro de la poblacién de osteoblastos,
serian los progenitores mas inmaduros, mas cercanos a la CSM, los que

interaccionan con la CSH.

Otro componente importante del nicho de la MO actualmente en estudio es el
nicho vascular. Aunque su importancia durante el desarrollo embrionario es clara por

la estrecha relacion entre tejido hematopoyético y endotelial, existen dudas en cuanto
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a su implicacion en la hematopoyesis del adulto. Asi hay evidencias de la relacion e
influencia del sistema vascular de la MO con las células diferenciadas o con
progenitores comprometidos, especialmente en el caso de la linea mieloide, pero con
CSH solamente se ha demostrado su localizacion cercana a los sinusoides de la MO
desconociéndose su papel en la regulacion y mantenimiento de la célula stem.
Ademas, estudios recientes demuestran que las CSM CD146" localizadas en la
region perivascular son capaces de formar un micromedioambiente hematopoyético,
pudiendo ser causantes de los efectos sobre la poblacion hematopoyética que algunos

atribuian a las células endoteliales.

Por otro lado, algunos autores han demostrado la influencia de otros tipos
celulares procedentes de CSM. Asi, en el nicho de la MO, podemos encontrar
fibroblastos y adipocitos. Estas células derivan de la CSM, progenitora de la mayoria
de los tipos celulares que componen este micromedioambiente medular, lo que nos

permite describirla como la célula stem del estroma o nicho de la MO (Figura 4).

10
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O=teoblastos Adipocitos Vasos sanguineos

Hueso

Figura 4: Componentes del estroma de la MO. Podemos diferenciar un nicho osteoblastico y

otro vascular junto con otros componentes de origen mesenquimal.

CSH: Célula stem hematopoyética; CSM: Célula stem mesenquimal; PH: Progenitor hematopoyético.

1.1.5. Cé¢lula stem mesenquimal

Friedenstein y colaboradores fueron los primeros en identificarla por su
capacidad de adherencia al plastico y de formar colonias de aspecto fibroblastico que
denominaron CFU-F. Con un modelo experimental adecuado llegaron a inducir su
diferenciacion a hueso, cartilago y estroma, ademés de estimar su frecuencia en la

fraccion mononuclear de la MO como 1 de cada 10*-10° células'® .

En cultivo, se ha observado que las CSM obtenidas de MO son un tipo celular
con capacidad de adherencia al plastico, apariencia fibroblastica y un nucleolo muy
prominente'*'*. Cuando se cultivan a baja densidad, tienen la propiedad de formar

colonias CFU-F. Estas células, presentan una vida limitada, con un tiempo de

11
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duplicacién de 33 h y con un ntimero de duplicaciones de aproximadamente 38. A
medida que aumenta el nimero de pases en el cultivo, estos progenitores
aparentemente pierden su capacidad multipotencial y comienzan a expresar
caracteristicas apoptoticas. Sin embargo, los estudios de ciclo celular en cultivos de
CSM humanas revelan que mientras una pequefia fraccion de CSM esta proliferando
(aproximadamente el 10%), la amplia mayoria estan en fase GO/G1, dentro de la cual

. . ’ ’ . 1
se incluye una minoria de células en estado quiescente'®.

Por otro lado, se ha descrito que las CSM forman una poblacion un tanto
heterogénea, y tal vez uno de sus principales problemas sea la laguna de informacién
existente en torno a su caracterizacion inmunofenotipica, lo que unido a su baja
proporcion en MO, impide aislarlas a partir de una muestra bioldgica'’. Esto ha
promovido el desarrollo de un perfil de antigenos de superficie para conseguir mejor
aislamiento y caracterizacion, que combina una serie de marcadores positivos y
negativos, ya que hasta el momento no se ha descrito un marcador especifico para

estas células.

La combinaciéon de marcadores positivos para CSM varia entre los distintos
grupos, que generalmente los seleccionan entre CD13, CD29, CD31, CD44, CD54,

CD63, CD73, CD90, CD105, CD106, CD140b, CD166 y Strol'%%.

La ausencia de un marcador especifico de CSM unida a la heterogeneidad que
presentan estas células en cultivos ha hecho que se haga necesario emplear un
criterio funcional para mejorar su caracterizacion como es la capacidad de
diferenciacion. Como indica la definicion de célula stem, las CSM se consideran
cé¢lulas capaces de diferenciarse, al menos, a células de tejidos de estirpe

mesenquimal, es decir, procedentes de su misma capa embrionaria. Varios grupos
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han sido capaces de diferenciar las CSM hacia adipocitos, osteoblastos y condrocitos

16;18

tanto en cultivos in vitro como en modelos in vivo %'

Funcionalmente, las CSM contribuyen a la formaciéon del nicho
hematopoyético, el cual proporciona el microambiente adecuado para la auto-
renovacion, proliferacion y diferenciacion de las CSH y otros progenitores
hematopoyéticos. A través de diferentes vias de sefializacion pueden ser movilizadas
y diferenciarse a distintas estirpes del tejido conectivo. Estas sefiales son inducidas
por dafos en el tejido de tipo traumatoldgico, fracturas, inflamaciéon, necrosis o
tumores. Tanto la quimiotaxis como el microambiente local son factores que influyen
en el destino y diferenciacion final de las CSM. Estudios recientes sugieren que la
capacidad de las CSM para secretar determinados factores solubles puede alterar la
funcionalidad del microambiente y de este modo actuar en la reparacion del dafio.
Entre estos factores secretados por las CSM se incluyen el factor de crecimiento de
hepatocitos, TGF-1, interleucina-1 (IL-1), IL-1B, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11, stem cell
factor (SCF) y SDF1, que actuan estimulando la proliferacion y diferenciacion de los
progenitores endogenos que se encuentran en el tejido, disminuyendo la inflamacién

:r : 22
y la reaccion inmune .

También se ha considerado a las CSM como un tipo celular poco
inmunogénico y con capacidad inmunomoduladora. Estas células pueden suprimir
algunas funciones de linfocitos T, B y células NK y en algunos casos también afectar
a la funcién de las células dendriticas®. Ademas, producen una variedad de factores
de crecimiento, citocinas, quimiocinas y proteasas que juegan un papel importante en

. ., . ., 24
la inmunomodulacion y migracion .
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1.2. Trasplante hematopoyético

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es un procedimiento
terapéutico destinado a reconstituir el tejido hematopoyético del paciente, que

generalmente presenta una insuficiencia medular o sufre una enfermedad neoplasica.

Ya a finales del S.XIX, Brown-Sequard planted la posibilidad de reconstituir
la produccion de células sanguineas en casos de anemia con la administracion de
bazo de animales, crudo o cocido. Pero no fue hasta los afios 50 cuando se consiguid
reconstituir la hematopoyesis en ratones sometidos a una dosis letal de irradiacion,
mediante la administracion intravenosa de células hematopoyéticas de otro raton,
confirmando asi la posibilidad real de un trasplante hematopoyético” . Estos
estudios en roedores fueron la base de una intensa actividad investigadora que derivo
en la publicacion en 1957, por el grupo de ED Thomas, del resultado de los primeros
trasplantes de MO alogénicos en humanos, consiguiendo Unicamente un injerto
temporal en uno de los pacientes®’. En los afios siguientes se fueron descubriendo las
limitaciones de estas primeras experiencias y se empezaron a tener en cuenta factores
como la histocompatibilidad, la necesidad de un acondicionamiento correcto,
inmunosupresion, etc. Asi, en 1977, Thomas y su grupo publicaron una serie de 100
pacientes con leucemia aguda, tratados con irradiacion corporal total y
ciclofosfamida, que recibieron un trasplante alogénico de un hermano HLA idéntico,
llegando algunos de estos pacientes a recuperarse de su enfermedad. A partir de este
momento comienza la expansion del trasplante hematopoyético, cuyas indicaciones
se han ido ampliando y cuyos resultados van mejorando siempre gracias a los

avances paralelos obtenidos tanto en modelos in vitro como in vivo®.
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1.2.1. Clasificacion

Atendiendo a la fuente de la que se obtienen estas CPH podemos clasificar

los tipos de trasplante en:

MO. Es la fuente original de CPH y la tnica utilizada durante mucho tiempo,
pero su empleo ha disminuido progresivamente al ser sustituida por otras

fuentes.

Sangre periférica (SP). En la sangre periférica en condiciones normales existe
una minima cantidad de CSH circulantes, que aumentan durante la fase de
recuperacion de wuna aplasia inducida por quimioterapia o tras la
administracion de diversos factores de crecimiento hematopoyético, siendo el
mas utilizado el G-CSF (Factor de crecimiento de colonias de granulociticas).
Tras la movilizacion de las CPH, se somete al paciente o donante a sesiones
de aféresis para obtener la fraccion de células mononucleadas (CMN) en la
que se encuentran las células CD34", cuya cuantificacion se emplea como
referencia para el trasplante. La ventaja fundamental de esta fuente celular es
que la recuperacion hematologica es mas rapida que con MO lo que

disminuye las complicaciones y el tiempo de hospitalizacion™*".

Sangre de cordon umbilical (SCU). Las CSH obtenidas a partir de SCU se
utilizan en el contexto del trasplante desde el afio 1988*'. La SCU es rica en
progenitores hematopoyéticos, pero su volumen es limitado, lo que hace que
el numero total de células stem sea pequefio y la recuperacion
inmunohematolédgica lenta. Inicialmente se empled so6lo en nifios, por la
menor dosis celular necesaria, pero actualmente se estd utilizando con éxito

en pacientes adultos que carecen de un donante adecuado de MO o SP*%,
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Ademas de la fuente de CPH, en la clasificacion de los TPH también es

importante el donante del que se obtienen estas CPH. Atendiendo a su relacion con

en receptor los podemos clasificar en:

16

Autotrasplante. Consiste en extraer y criopreservar CPH del propio paciente,
que le serdn reinfundidas tras haberle sometido a tratamiento de
acondicionamiento. Tiene el riesgo de que con el injerto se pueden reinfundir

células tumorales contaminantes.

Trasplante singénico. Es el que se realiza entre hermanos gemelos
univitelinos. Dada la total identidad antigénica no existiran problemas
inmunoloégicos, ni rechazo ni enfermedad injerto contra huésped (EICH). Sin
embargo, es un tipo de trasplante excepcional ya que es muy poco frecuente

que un paciente tenga un hermano gemelo univitelino.

Trasplante alogénico. Es el realizado entre dos individuos con diferencias
genéticas, pero con la mayor identidad posible en los antigenos del sistema

HLA. Existen varias posibilidades dentro del TPH alogénico:

= Hermanos HLA idénticos: con total identidad en los antigenos
HLA de clase 1 y clase II. Es la mejor situacion, pero sélo un 25-

30% de los pacientes tienen un hermano totalmente idéntico.

* Hermanos u otros familiares no totalmente idénticos: con

disparidad en 1 locus o 2 loci.

= Donantes haploidénticos: comparten un haplotipo del HLA con el
paciente, generalmente son el padre o la madre. Tienen un riesgo
mucho mayor de EICH por lo que habitualmente se realizan con

deplecion de linfocitos T como profilaxis.
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= Donantes no emparentados: obtenidos a partir de los diversos
registros internacionales de donantes de MO. Idealmente tienen
que ser idénticos en todos los loci del HLA pero aun asi tienen

mayor riesgo de complicaciones, fundamentalmente EICH.

1.2.2. Estudio del trasplante mediante técnicas in vitro

Las técnicas basadas en los cultivos celulares proporcionan informacion
acerca de la capacidad clonogénica de las células a estudiar. Un primer escalén lo
constituyen los cultivos de progenitores formadores de colonias en medio semisoélido.
Estas técnicas se desarrollaron antes que las basadas en la citometria de flujo (CMF),
y por tanto constituyeron la base bioldgica de la cuantificacién de progenitores en los

primeros afios de desarrollo del TPH de SP.

Bradley y Metcalf, introdujeron un nuevo método de cultivo semisolido:
colony forming assay o unidades formados de colonias®. Este ensayo era capaz de
identificar de manera directa, células primitivas hematopoyéticas, en virtud de la
capacidad de su progenie de generar colonias focales y también permitia visualmente
estudiar su dindmica y cinética. Estos cultivos reflejan la presencia de progenitores
comprometidos hacia una o mas lineas hematopoyéticas. Es posible detectar la
presencia de unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E), macrofagicas
(CFU-M), granulociticas (CFU-G), megacariociticas (CFU-Meg), granulociticas y
monociticas (CFU-GM) o granulociticas, monociticas, eritroides y megacariociticas
(CFU-GEMM). Asimismo, existen técnicas para detectar progenitores con mayor
potencial, como las unidades formadoras de burst de colonias (BFU-E, BFU-Meg) o
las células de alto potencial proliferativo (HPP-CFC, HPP-BFU-Meg). De todas
ellas, las CFU-GM son las mas utilizadas para estimar, en la clinica, el nimero de

. 4
pro genltores3 .
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Estas herramientas permitieron a los investigadores inferir caracteristicas de
la biologia de la CSH, que eran, de otro modo, esencialmente irreconocibles. Sin
embargo, desde estos primeros experimentos se pudo reconocer que el hecho de
aspirar y plantar la MO podia alterar su dinamica, de tal forma que la hematopoyesis
in vitro observada en un ensayo de colonias era exclusivamente temporal, solo se
podia observar proliferacion durante 2-4 semanas. Esta limitacion demostré que, o
bien las CSH mas primitivas eran incapaces de sobrevivir y proliferar en este tipo de
ensayo, o bien que la conexion celular entre las células mas primitivas y los
progenitores realmente proliferativos se perdia en el ensayo, de tal forma que la
produccién rapida inicial de precursores de colonias no se mantenia en el tiempo.
Los intentos de mimetizar de una forma mas exacta la biologia de la CSH in vivo
progresaron con el desarrollo de un sistema de cultivo liquido descrito por T.M.
Dexter al final de los afios 70°°. En estos cultivos Dexter o cultivos a largo plazo, la
proliferaciéon de células hematopoyéticas depende de la presencia de una capa
adherente que representa una reconstitucion bidimensional del estroma de la MO in
vivo, en el cudl las células existen en un esquema organizado tridimensional en

intimo contacto con las células hematopoyéticas en desarrollo.

De este modo se vio que los progenitores mas inmaduros, incluyendo CSH,
eran capaces de dar origen a cultivos celulares a largo plazo en presencia de estroma
medular o de medio condicionado con estroma. Algunas técnicas aprovechan esta
propiedad para detectar cobblestone area forming cells (CAFC; “células formadoras
de areas de empedrado”) o long term culture iniciating cells (LTCIC; “células

iniciadoras de cultivos a largo plazo”).

La conclusion alternativa que puede obtenerse de las limitaciones de los
cultivos liquidos de MO es que los esfuerzos técnicos realizados para cultivar células

hematopoyéticas ex vivo han sido incapaces de reproducir aquellos elementos de la
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biologia de la CSH que ocurren in vivo y que solo podrian ser emulados en
circunstancias ideales. Sin embargo, son una herramienta Util de estudio de

hematopoyesis a corto plazo.

1.2.3. Estudio del trasplante mediante modelos in vivo

Los estudios in vitro no son capaces de dar respuesta al problema clave del
trasplante: la capacidad de las CSH de repoblar la hematopoyesis a largo plazo. La
necesidad de la puesta a punto de modelos para el estudio de injerto y diferenciacion
de las células hematopoyéticas humanas primitivas in vivo ha llevado al desarrollo de
varios modelos animales en ratones inmunodeficientes. Consisten en trasplantar un
producto celular a animales inmunotolerantes y observar su capacidad de dar origen
a una hematopoyesis multilineal completa. Para ello se utilizan ratones con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID) obtenidos por una mutacion espontanea
en la cepa de laboratorio Balb/c comunmente empleada en distintos modelos de
enfermedad. Posteriormente se desarrolldé una nueva cepa, el raton NOD/LtSz-scid
(NOD/SCID) que se ha desarrollado mediante el cruce de ratones SCID con ratones
diabéticos no obesos (NOD/Lt), lo que permite obtener un raton mas
inmunodeprimido, con ausencia de células NK*°. Varios autores han estudiado este
modelo animal llegando a determinar que el nivel de injerto de células humanas tras
xenotrasplante de esplenocitos’’, CMN de SP**, MO* o SCU* es entre cinco y diez
veces superior al que puede conseguirse con los mismos trasplantes en el clasico

raton SCID.

Los avances en el conocimiento a nivel de sistema inmune han llevado a
desarrollar muchas otras cepas de ratones inmunodeprimidos basdndose en la
supresion de diversos componentes mediadores del reconocimiento antigénico como

por ejemplo el raton nulo para la f2microglobulina.
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1.2.4. Acondicionamiento

El propio término “acondicionamiento” ya refleja el objetivo que se
consideraba primordial en estos tratamientos: preparar la MO para que pudiera
injertar el sistema hematopoyético del donante. Para ello, en los primeros trasplantes,
se consideraba imprescindible erradicar la hematopoyesis del paciente mediante una
quimioterapia  completamente  mieloablativa, ademds de profundamente
inmunosupresora. Por afiadidura, las indicaciones primordiales del trasplante eran las
leucemias, con lo que el efecto mieloablativo resultaba terapéutico en si mismo. Con
estas premisas, las combinaciones de agentes alquilantes a dosis cercanas al maximo
tolerable resultaron una de las alternativas preferidas por los clinicos. La
combinacion de busulfan y ciclofosfamida ha sido y sigue siendo uno de los

4 4 13 41
regimenes mas utilizados para el trasplante™ .

En el caso del TPH autélogo, la capacidad terapéutica reside en el tratamiento
con altas dosis de quimioterapia, asociada o no a radioterapia, durante el
acondicionamiento. En este caso, el TPH en si no es sino la estrategia que permite
administrar un régimen intensivo sin comprometer el funcionamiento del sistema
hematopoyético a medio y largo plazo. En esto se diferencia del trasplante alogénico,
en que el efecto inmunoterapico conocido como injerto contra tumor desempefia un
papel fundamental, lo que ha permitido en algunos casos reducir la intensidad del

acondicionamiento.

Unos dias después de la administracion del régimen de acondicionamiento se
produce un periodo de aplasia, reflejo de la intensa toxicidad de este tratamiento
sobre los progenitores hematopoyéticos de la MO. Las complicaciones derivadas de
esta aplasia son el origen de la mayor parte de la morbilidad y mortalidad que sufren

los pacientes sometidos a un TPH autologo a corto y medio plazo***.
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Aunque en un sentido biolégico estricto las CPH injertan unas horas después

de su infusioén, en un sentido clinico se entiende convencionalmente como injerto
hematopoyético el momento en el que tenemos constancia por el hemograma de que
el paciente recupera un nimero minimo de granulocitos, leucocitos y plaquetas
independientemente del soporte. Este momento supone sin duda el final del periodo
mas critico del trasplante, y sefiala una disminucion radical del riesgo de mortalidad

infecciosa y hemorragica.

El tratamiento con quimio-radioterapia a alta dosis, unido al efecto de los
tratamientos anteriores y al efecto de la propia neoplasia del paciente, compromete
casi todos los mecanismos del sistema inmunitario***. Sin embargo, de entre todos
ellos, la profunda neutropenia es la que se asocia con un riesgo mayor a corto plazo.
Las complicaciones infecciosas son responsables de la mayoria de los fallecimientos
por causa toxica en el postrasplante inmediato®. Hasta la consecucion del injerto
hematopoyético el riesgo de una infeccion grave bacteriana o fungica sigue siendo
elevado. La disminucion del tiempo de injerto es lo que se persigue con la
administracion de factores de crecimiento postrasplante’®. Sin embargo, su
mecanismo de accién pasa por estimular la proliferacion y diferenciacion de los

, . . . 4
precursores granulociticos, por lo que en ausencia de estos, su efecto es irrelevante”’.

El tiempo hasta el injerto hematopoyético es variable de unos pacientes a
otros. En términos tedricos, multiples factores influyen en el periodo que dura la
aplasia: tipo de neoplasia, infiltracion de la MO, situacion de la enfermedad,
volumen de tratamiento previo con citostaticos o con radioterapia,
acondicionamiento que se utiliza, nimero de progenitores hematopoyéticos que se
trasplantan, uso de factores de crecimiento postrasplante, etc. Todos ellos se valoran
desde un punto de vista exclusivamente hematopoyético, olvidando que muchos de

estos factores (como el tipo de neoplasia, la situacion de la enfermedad o el
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acondicionamiento) estdn implicados también en el desarrollo de dafio a nivel del
estroma medular. Hasta el momento actual este dafio no se ha valorado y por tanto no
se han tomado medidas para prevenirlo o tratarlo en el momento del trasplante. Estas
medidas podrian ser utiles en la disminucion del tiempo hasta el injerto y por tanto en

la reduccion de la morbi-mortalidad asociada al TPH.

1.2.5. Daino en el estroma

Como ya se ha descrito previamente, tras un TPH el estroma medular se
encuentra dafiado. Mas concretamente, datos de nuestro grupo, indican una
disminucion en la funcién hematopoyética in vitro después del trasplante que puede
llevar a una disminucion o incluso un fallo en el injerto hematopoyético

postrasplante™®®.

Este dafio a nivel del estroma puede deberse en parte a la enfermedad de base.
Si atendemos a la CSM como progenitora del estroma medular, diversos autores han
descrito anomalias tanto a nivel genémico como funcional. Datos publicados por
nuestro grupo indican anomalias en las CSM cuando provienen de pacientes con

SMD o PTI antes de iniciar el tratamiento*”°.

Pero ademas de la enfermedad de base, que puede incluso no afectar a la MO,
el acondicionamiento recibido antes del TPH provoca dafios a nivel del estroma. Por
un lado, diversos grupos, entre los que se encuentra el nuestro, han descrito estas
anomalias a nivel de estroma por su dificultad e incluso incapacidad para dar lugar a
cultivos a largo plazo y por tanto de soportar hematopoyesis in vitro a partir de
muestras de MO de pacientes sometidos a TPH>'. Por otro lado, se ha estudiado mas
a fondo este dafio causado por la radio/quimioterapia recibida en el

acondicionamiento tanto en la poblacion mesenquimal como en estromas mediante
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modelos generados in vitro. Concretamente, el grupo de Gibson, ha destacado la
accion que agentes quimioterapicos como el etopdsido, melphalan, o ciclofosfamida
producen sobre la funcion del estroma reduciendo su viabilidad, capacidad de
adhesion mediante reduccion de moléculas como el VCAM-1 o disminucion de la

quimiotaxis con células hematopoyéticas por alteracion de la expresion de SDF1°%%,

1.2.6. Fallo de injerto

Aunque cada vez es menos frecuente, en algunos pacientes no se recupera la
hematopoyesis tras el trasplante (fallo primario) o se pierde tras un periodo de
recuperacion inicial (fallo secundario). Es mdas frecuente en pacientes con anemia
aplasica previamente hipertransfundidos y cuando se emplean productos celulares en
los que se han eliminado los linfocitos T como profilaxis para la EICH. En algunos
casos, se pueden tratar con factores de crecimiento hematopoyético (G-CSF o GM-
CSF) sobre todo si es tras un trasplante autélogo pero los resultados son poco

satisfactorios y puede requerir un segundo trasplante.

El fallo de injerto es una complicacion del TPH causada normalmente por
resistencia inmunoldgica a las células del donante o por tener un numero inadecuado
de progenitores. La incidencia es baja en trasplantes ablativos HLA compatibles
pero es un evento significativo en casos de intensidad reducida, con incompatibilidad

HLA, trasplantes de SCU o receptores que han sido aloinmunizados.

1.2.7. Métodos de optimizacion del injerto

Hasta el momento actual, la mayoria de los intentos de optimizar el TPH se
han basado en: el uso de fairmacos o factores de crecimiento con el fin de estimular la

poblacion hematopoyética, mejora de los sistemas de recoleccion para aumentar el
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namero de progenitores e incluso intentar expandir las CPH ex vivo antes de su
infusién y combinar células de varios donantes o de distintas fuentes celulares en el
caso de la SCU. Todo ello con el fin de aumentar o mejorar las condiciones de la
poblacion hematopoyética pero sin atender al micromedioambiente de las mismas: el
estroma medular que soporta y regula a las células hematopoyéticas y que, como
hemos descrito anteriormente, se encuentra danado en aquellos pacientes sometidos a

trasplante.

A través del estroma, tanto de sus tipos celulares como por los componentes

de la matriz, se regula el anclaje de la CSH a la MO (Tabla 1).
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Tabla 1: Funcion de las distintas vias de union de la CSH con el estroma.

Ligando MO Raceptor CSH Funcion
SDF1 CXCR4 Movilizacion, quimiotaxis
E-,P-,L-Sel PSGL-1 Anidamiento
VCAM-1/CD106, fibronectina VLA4 Anidamiento, movilizacion
Fibronectina VLAS Anidamiento
MAdCAM-1 LPAM-1 Anidamiento
Laminina-8,10 a6B1, a6p4 Anidamiento
HA CD44 Anidamiento, movilizacion
N-Cadherina N-Cadherina Injerto
SCF c-kit Injerto, movilizacién
Ang-1 Tie-2 Injerto

Integrinas, CD44, fibronectina,
colageno, Ca2+

Ca2" CaR Injerto

SDF1: Factor derivado del estroma 1; CXCR4: Receptor 4 de quimiocinas; Sel: Selectina; PSGL-1:

OPN Injerto

Ligando de glicoproteina P-selectina; VCAM-1: Molécula de adhesion a célula endotelial; VLA4:
Integrina a4P1; VLAS: Integrina a5l MAdCAM-1: Molécula de adhesion a célula mucosa; LPAM-
1: integrina a 04f1; HA: Acido hialuronico; SCF: Factor de célula stem; Ang-1: Angiopoyetina 1;
OPN: osteopontina; Ca2+: Calcio; CaR: Receptor de calcio

En un TPH, en el que se encuentra dafiado el estroma encargado del anclaje
de la poblacion hematopoyética, la restauracion de este estroma puede producir una
mejora del injerto. Por ello durante los tltimos afos se ha planteado la idea de que la
infusion de CSM en el trasplante podria mejorar o acelerar el injerto hematopoyético.
Con esta finalidad se han sentado las bases para estudios destinados a aclarar este
efecto. Estos estudios han desembocado en la realizacion de algunos ensayos

clinicos, inicialmente con el fin de demostrar la bioseguridad de este tipo celular y
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comprobar su eficacia en casos de recaida o fallo de injerto en pacientes sometidos a

trasplante haploidéntico™°.
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Hipotesis

Tanto la enfermedad de base como el acondicionamiento recibido por los
pacientes en el contexto del TPH puede dafar el estroma de la MO y sus
consecuencias pueden ser una ausencia de injerto hematopoyético o un bajo injerto.
Puesto que las CSM son las progenitoras de este estroma medular, la infusién de
CSM sanas en el momento del trasplante puede restaurar el estroma y recuperar o
aumentar la hematopoyesis, mejorando asi el injerto. Este efecto puede ejercerse por
accion de dichas células mesenquimales sobre los progenitores hematopoyéticos o
sobre las propias células del estroma del receptor. De confirmarse esta hipdtesis, las
CSM mostrarian su utilidad en el trasplante hematopoyético con riesgo de disfuncion

del injerto.
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3.1.

Obijetivos

Objetivo general

Estudiar el papel de las células stem mesenquimales (CSM) para favorecer el

injerto y mantenimiento de la hematopoyesis sobre estromas dafiados en modelos in

Vvitro e in vivo.

3.2

1.

Objetivos especificos
Valorar mediante estudios in vitro e in vivo la capacidad de las CSM de
acelerar el injerto hematopoyético.

Estudiar los mecanismos por los que las CSM favorecen la hematopoyesis in
vitro: Posible accion de las CSM sobre las células progenitoras

hematopoyéticas (CPH).

Analizar si las CSM son capaces de injertar en el estroma del receptor, como

se movilizan tras su infusioén y los mecanismos que influyen en dicho injerto.
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Material y Métodos

4.1. Materiales: células y animales

Para llevar a cabo tanto los estudios in vitro como los estudios in vivo, se
emplearon muestras procedentes de: MO de donantes sanos, concentrados celulares
de procesos de leucoaféresis de donantes de TPH alogénico y SCU de recién nacidos
humanos obtenidas del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona y desechadas por su

bajo contenido celular.

Todos los sujetos firmaron el consentimiento informado y el procedimiento se

realizo con la aprobacion del Comité Etico del Hospital Universitario de Salamanca.
Los datos de las distintas fuentes celulares se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas de los sujetos cuyas muestras se han analizado.

MUESTRAS DE MUESTRAS DE
MUESTRAS DEMO  CORDON UMBILICAL  LEUCOAFERESIS
(n=35) (n=25) (n=25)
EDAD* 44 (31-68) - 39 (21-64)
SEXO (H/M) 19/16 12/13 11/14

H: hombre; M: mujer. *: Resultados expresados en mediana (rango).

Para los diferentes estudios in vivo en modelo animal se emplearon 185
ratones hembra NOD.CB17-Prkdc*®*/NerCrl (NOD/SCID) de 7 semanas. Estos
ratones fueron seleccionados por ser una cepa caracterizada por la ausencia de
linfocitos B y T, linfopenia, hipogammaglobulinemia y un micromedioambiente

normal, haciendo de ellos un modelo 6ptimo para trasplante xenogénico.
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4.2. Métodos

4.2.1. Aislamiento y caracterizacion de las células

4.2.1.1. Aislamiento y caracterizacion de las CSM
4.2.1.1.1. Obtencion de la MO

La extracciéon de MO se realiz6 en todos los casos bajo anestesia general,
mediante puncion en la espina iliaca postero-superior en sujetos sometidos a cirugia
ortopédica o traumatoldgica. Se utilizaron tubos estériles (Venoject; Terumo®) a los que

se afiadi6 heparina libre de aditivos (Heparina 5000U/ml; Seromed Biochrom KG).

4.2.1.1.2. Separacion de CMN

Reactivos necesarios:
e Medio Hanks (Hanks Salt Solution, Gibco®, Invitrogen™)
e Ficoll (Ficoll-Paque, densidad:1.077k, GE Healthcare BioSciences, Buckinghampshire,
UK)
e Medio de expansion de CSM.
Método:
Tras comprobar la ausencia de coagulos o restos de fibrina en la muestra de
MO, ésta se diluyd en medio Hanks y posteriormente se separd mediante gradiente
de densidad por centrifugacion con Ficoll durante 30 minutos a 500 xg. (Figura 5)
siguiendo el método descrito previamente por Minguell’’. Las CMN recuperadas de
la interfase se lavaron 2 veces con medio Hanks (10 minutos a 300xg). Finalmente el
boton celular se resuspendi6 en 1ml del medio de expansion de CSM para proceder

al recuento celular en camara de Neubauer.
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Figura 5: Separacion de células mononucleadas por gradiente de densidad.
A) Muestra MO. B) Dilucion de la muestra con Hanks. C) Muestra diluida sobre Ficoll. D) Interfase

en la que estan presentes las CMN.

4.2.1.1.3. Cultivo y expansion de CSM

Reactivos necesarios:

Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose (DMEM) (GIBCO®,

Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK).*

= Albimina de suero bovino (SBF) (BioWhittaker, Lonza)

= Antibidtico Penicillin  (10°U/ml)/Streptomycin  (10°ug/ml)  (GIBCO®,
Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK).

= PBS estéril (GIBCO®, Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK).

*  Trypsin-EDTA .05% 1X (GIBCO®, Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK).

*Todos los lotes de suero y de DMEM fueron testados previamente para comprobar su adecuada

funcionalidad.

Método:

Para la expansion de CSM se empled el medio de cultivo previamente
descrito consistente en DMEM suplementado con SBF al 10% vy
penicilina/estreptomicina 1%". Una vez mezclados los componentes, se filtraron con

0.22pm, se alicuotaron y se mantuvieron a 4°C durante su utilizacion.
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Las CMN obtenidas de MO se plantaron a una concentracién de 10°
células/cm’® en frascos de cultivo de fondo plano (Corning Incorporated, Corning, NY,
USA) con medio de expansion y se incubaron en estufa a 37°C, 90% de humedad y
5% COa,. A los 5 dias se retiraron las células no adheridas y se renové el medio de
cultivo. Se mantuvo el cultivo hasta alcanzar el 80-90% de confluencia, cambiando
el medio cada 3-4 dias. Una vez que las células alcanzaron este punto, se procedié a
despegarlas para realizar el primer pase mediante tripsinizacion. Para ello, se retir6
todo el medio de cultivo del frasco, se lavd éste con PBS estéril, y se incubd con
tripsina durante 5 minutos a 37°C en atmdsfera saturada de humedad y en presencia
de CO,. Posteriormente, se neutralizd la tripsina con suero fetal. Estas células se
plantaron de nuevo para su expansion a una concentracién de 5000 células/cm® en

frascos de cultivo de mayor superficie.

La seleccion de la poblacion mesenquimal se realizé a través de sucesivos
pases en cultivo y siempre fue caracterizada en pase 3, siguiendo los criterios

minimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular™.

4.2.1.1.4. Caracterizacion inmunofenotipica de las CSM

Una vez obtenida la poblacion mesenquimal en pase 3, se realizd su
caracterizacion inmunofenotipica, segiin se describe en el apartado de citometria,
empleando el siguiente panel de anticuerpos monoclonales en combinaciones de
cuatro colores (FITC/PE/PerCPCy5.5/APC) e incluyendo ademds un tubo control de

CSM sin marcar para corregir la elevada autofluorescencia de estas células:

Tubo 1: CONTROL

Tubo 2: CD90/CD166/ anti-HLA-DR /-
Tubo 3: CD34/CD73/CD45/CD105
Tubo 4: CD44/CD14/CD19/-
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4.2.1.1.5. Diferenciacion de CSM

Reactivos necesarios:
= Medio de diferenciacién osteogénica (NH Osteodiff Medium, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany).
* Medio de diferenciacion adipogénica (NH Adipodiff Medium, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany).
= Medio de diferenciacion condrocitica (NH Chondrodiff Medium, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany).
= Etanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
= PBS.
= NBT/BCIP solution (Nitroblue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate, Roche, Basel, Switzerland).
=  Qil-Red-O solution (Certistain® Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
= [sopropanol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
= Paraformaldehido(Panreac, Barcelona, Espaiia).
= Hematoxilina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
Método:
Para la diferenciacion a osteoblastos, se plantaron CSM de cada muestra en 2
placas sobre porta de 9.6 cm2 (Nunc, Denmark) a una densidad de 5000 células/cm® y
se mantuvieron con medio de expansion hasta alcanzar una confluencia del 80-90%.
En este momento se cambid el medio de expansion por medio de diferenciacion
osteogénica en una de las placas, mientras la otra se mantuvo con medio de
expansion para utilizarse como control negativo. El recambio de medio se realizd
cada 3-4 dias. Tras 10 dias de cultivo, se lavaron con PBS, se fijaron con etanol frio
al 70% durante 10 minutos y se detecté la actividad fosfatasa alcalina mediante

tincion con la solucion NBT/BCIP siguiendo las indicaciones del fabricante.
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En el proceso de diferenciacion a adipocito, las CSM se plantaron en 2 placas
sobre porta bajo las mismas condiciones de cultivo que en la diferenciacion hacia
osteoblastos y una vez alcanzada la confluencia, en uno de ellos, se cambi6 el medio
de expansion por medio de diferenciacion hacia adipocito y el otro se mantuvo con
medio de expansion (control negativo). Tras 21 dias de cultivo en medio de
diferenciacion se lavaron con PBS, se fijaron con etanol al 70% y se determiné la

aparicion de vacuolas lipidicas mediante tincidon con rojo al aceite.

Para la diferenciacion condrogénica, 5x10° CSM en pase 3 se centrifugaron
en tubos conicos de 15ml (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) y, sin resuspender el
boton celular, se mantuvieron 21 dias en cultivo con medio de diferenciacion
condrogénica o con medio de expansion. Pasado este tiempo, las muestras se fijaron
con paraformaldehido al 4% y se valor¢ la diferenciacion hacia condrocito mediante

marcaje de colageno tipo II por técnicas de inmunofluorescencia.

4.2.1.2. Linea celular 293T

Reactivos necesarios:
= Medio de expansion de CSM
Método:

La linea celular 293 deriva de las células del epitelio renal humano (HEK:
human embrionary kidney) transformado con el gen E1A de adenovirus. La linea
293T es un derivado de la 293 que ademas expresa el antigeno T largo del virus
SV40, que permite la replicacion episomal de los plasmidos que contengan un origen

y region promotora temprana de SV40.
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El cultivo de esta linea celular se realiza en las mismas condiciones de cultivo
empleadas para las CSM, aunque debida a que las 293T proliferan muy rapido suelen

tripsinizarse 2 veces por semana y se subcultivan a razén 1:20.

4.2.1.3. Aislamiento 'y caracterizacion de los progenitores

hematopoyéticos (CD34") de SP

4.2.1.3.1. Obtencion de leucoaféresis

La movilizacién de las células progenitoras desde MO a SP se llevé a cabo
tras la administracion de G-CSF a dosis estdndar de Sug/kg/12h durante al menos 4
dias. El proceso de aféresis comenz6 en el dia +5 y se realizd en un sistema de

aféresis Cobe Spectra™ (Lakewood, Colorado, version 7.7).

4.2.1.3.2. Separacion celular

Reactivos necesarios:
= Suero fisioldgico. Viaflo Cloruro sédico 0.9% (Baxter SL, Valencia, Espafia)
= (D34 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)

Método:

El concentrado celular procedente de leucoaféresis se lavd 2 veces con suero
fisiologico, se filtrd (Falcon 40pum CellStrainer, Becton Dickinson Biosciences, Erembodegem,
Bélgica) para deshacer posibles grumos y se llevd a cabo el recuento celular en
camara de Neubauer. Una vez calculado el numero de células, se procedio a la
seleccion inmunomagnética en el AutoMacs (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
utilizando el kit de aislamiento de células progenitoras CD34" segun describe el
fabricante (Figura 6). En la separacion se empleod el programa posseld que mediante
pase por 2 columnas inmunomagnéticas permite obtener una mayor pureza en la

seleccion positiva. Al final del proceso se determind el porcentaje de células
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positivas mediante CMF de acuerdo a sus caracteristicas de tamafio y granularidad

(FSC/SSC) y patron de expresion de CD34.
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Figura 6: 1) Proceso de marcaje celular segun la expresion de CD34. 2) Separacion de las
poblaciones CD34" y CD34: A) Depleccion celular de la fraccion CD34; B) Seleccion de

las células CD34" una vez retirado el campo magnético.

4.2.1.4. Aislamiento 'y caracterizacion de los  progenitores

hematopoyéticos (CD34") de SCU

Reactivos necesarios:

= Suero fisiolégico

= Ficoll

= (D34 MicroBead Kit
Método:

La obtencion de CD34" de SCU se realiz6 a partir de unidades completas de
cordon umbilical procesadas en el Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona. Tras
diluir las muestras en suero fisioldgico (1:2), se obtuvo la fraccion de CMN mediante
centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll, como se detalla en las muestras

de MO. Las CMN obtenidas se lavaron 2 veces con suero fisiologico. Tras el
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recuento celular se procedi6 a la seleccidon inmunomagnética mediante el kit de

aislamiento de CD34 en el AutoMacs tal como se describid en el punto anterior.

4.2.2. Estudios in vitro

4.2.2.1. Cultivos a largo plazo en dos etapas

Reactivos necesarios:

Medio de Cultivo a Largo Plazo (MCLP).*

= Tripsina.

Etopdsido (Sigma-Aldrich,Steinheim ,Germany).**

DMSO (Sigma-Aldrich,Steinheim ,Germany).

Medio semisolido Methocult H4534 (Stem Cell Technologies, Grenoble, France).

* El MCLP se elabord utilizando IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Gibco®,
Invitrogen™ Corporation, Paisely, UK) a una osmolaridad de 350 mOsm/l suplementado con 10%
SBF, 10% suero de caballo (PAA Laboratories, Pasching, Austria), 1% Hidrocortisona 10-5M
(Sigma-Aldrich,Steinheim ,Germany) y 1% antibidtico. Una vez mezclado se filtro, alicuotd y congelo

a -20°C hasta su utilizacion.

** El etoposido se reconstituyd en DMSO a una concentracion de 20mg/ml, se alicuotd y se almacend
a -20°C hasta uso, momento en el que se diluyé en medio de cultivo a la concentracion necesaria (50-

100uM) seglin el grupo experimental. Las concentraciones de etoposido se seleccionaron por ser las

. . . . ;. 3:
que habitualmente se encuentran en MO de pacientes sometidos a tratamiento con etop6sido®>*.

Método:

Los cultivos se iniciaron a partir de una capa adherente de CSM confluente en
pase 3 en frascos de cultivo de 12.5 cm’ (Falcon, Becton Dickinson Biosciences,
Erembodegem, Bélgica). Se mantuvieron durante 3 semanas en MCLP para inducir su
diferenciacion a estroma, obteniendo asi un estroma de MO a partir de CSM (EMO).

Posteriormente, se indujo dafio a nivel de estroma mediante la adicion de etoposido.
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La mitad de los cultivos fueron tratados con etopdsido 100uM mientras el resto,
utilizado como control, se mantuvo con DMSO, por ser el excipiente empleado para
reconstituir el etoposido. A las 48h los cultivos se lavaron con medio fresco y se
dejaron reposar 6 dias hasta su utilizacion siguiendo el modelo previamente
descrito®. Con el fin de determinar si las CSM o la fraccion de células accesorias
CD34  eran capaces de aumentar la hematopoyesis in vitro se afiadieron 2 x 10’
células CD34" y/6 2 x 10° células CD34™ y/6 2 x 10° CSM distribuidas en 8 grupos

experimentales, como se detalla a continuacion (Tabla 3).

Tabla 3: Combinaciones de células en el segundo indculo de los cultivos a largo plazo en 2

etapas.
Concentracion N° células afiadidas x10°/ ml cultivo
de etoposido
(ull\)/[) CD34" CD34 CSM
EMO/ 0 5 0 0
CD34"
EMO/ 0 5 5 0
CD34"+CD34
EMO/ 0 0
CD34+CSM > >
EMO/ 0 5 5 5
CD34"+CSM+CD34
Eto-EMO/ 100 5 0 0
CD34"
Eto-EMO/ 100 5 5 0
CD34"+CD34
Eto-EMO/ 100 5 0 5
CD34"+CSM
Eto-EMO/ 100 5 5 5
CD34"+CSM+CD34

EMO: estroma de MO formado a partir de CSM; Eto- EMO: EMO tratado con etopdsido.

Se testaron las siguientes 4 condiciones de cultivo: 1) EMO con células
CD34"; 2) EMO con células CD34" y CD34; 3) EMO con células CD34" y CSM de
un tercer donante (Tp-CSM); y 4) EMO con células CD34", CD34", y Tp-CSM.

Estas cuatro condiciones se mantuvieron en paralelo en cultivos tratados con
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etoposido y sus respectivos controles tratados unicamente con DMSO siguiendo el
esquema mostrado en la Figura 7. Cada semana se evalu6 la aparicion de adipocitos

y 4reas de cobblestone asi como la confluencia del estroma”.
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Figura 7: Esquema de los cultivos a largo plazo dlsenados para estudiar el efecto de las
células mesenquimales (CSM) y de la fraccion de células CD34 en la hematopoyesis in

vitro.

Ademas, semanalmente se cambi6 la mitad del medio por MCLP fresco
obteniendo asi la mitad de las células no adherentes, que fueron contadas y plantadas
en medio semisolido para cuantificacion de progenitores CFU-GM. Al final del
cultivo, tras 5 semanas, se recogio tanto la fraccion no adherente como la adherente

mediante tripsinizacion y se cuantificaron los progenitores.

Para cuantificar CFU-GM se plantaron 5x10° células en placas de 24 pocillos
(Costar, Corning, NY, USA) con 0.5ml de medio semisolido Methocult. Las placas se
mantuvieron durante 14 dias a 37°C en incubador de CO, tras lo cual se contaron en
un microscopio invertido siguiendo los criterios estindar de cuantificacion®®. Los
resultados obtenidos se expresaron como numero de CFU-GM por cada 10° células

sembradas y como numero total de de CFU-GM presentes en cada cultivo.
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4.2.2.2. Cultivos para analizar el efecto de las CSM sobre el estroma

danado

Reactivos necesarios:
=  Medio de expansion de CSM.
= DMSO.
= Etoposido.

Método:

Con el fin de saber si las CSM injertaban en los estromas dafiados o si su
efecto se debia a mecanismos paracrinos, se establecieron cultivos de EMO que tras
haber sido tratados con etoposido recibieron un segundo indculo con CSM de un
donante de distinto sexo. Estos experimentos se realizaron en paralelo con controles
que unicamente fueron tratados con DMSO y con cultivos tratados con distintas
concentraciones de etopdsido (50 y 100uM). Asi mismo, para analizar el efecto
paracrino se mantuvieron cultivos de estromas igualmente tratados en los que se
afiadié unicamente el sobrenadante procedente de la expansion de CSM sanas

(Figura 8).
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A) Efecto directo de las CSM
Analisis del injerto de las
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Figura 8: Esquema de las condiciones de cultivo estudiadas para analizar los mecanismos a
través de los cuales las CSM son capaces de mejorar los estromas dafiados.

Tp-CSM: CSM de un tercer donante; FISH: Hibridacion in situ fluorescente; OPN: osteopontina

Con el fin de saber si las CSM procedian del estroma inicial o del segundo
ino6culo, los cultivos que habian recibido Tp-CSM se analizaron mediante FISH para

cromosomas sexuales a los 5 dias (corto plazo) y a las 2 semanas (largo plazo).

Para determinar si las CSM podian actuar por mecanismos paracrinos, en los
cultivos mantenidos con sobrenadante de CSM sanas se analizé tanto la confluencia
como el contaje de las células existentes mediante método semicuantitativo: se
dividio la superficie del frasco de cultivo en 150 cuadrantes, se contd el numero de
células de 20 seleccionados al azar y se estim6 el niumero de células totales.
Mediante técnicas de inmunofluorescencia analizamos si el dafio causado en el
estroma afectaba a la expresion de moléculas como OPN y SDF1, importantes en la

regulacion del nicho hematopoyético®.
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4.2.2.3. Estudio del efecto de las CSM sobre progenitores

hematopoyéticos

Reactivos necesarios:
= MCLP.
= DMSO.
= Etoposido.
Método:

Para evaluar la influencia de las CSM (tanto sanas como tratadas con
etoposido) sobre la poblacion hematopoyética, se plantearon los siguientes estudios:
se partio de CSM en tercer pase plantadas en el compartimento inferior de placas con
membrana tipo transwell de 6 pocillos (Costar, Corning, NY, USA) tratadas o no con
etoposido 100uM durante 48 horas. A las tres semanas postratamiento, se afiadié un
segundo inéculo de 2x10° células CD34" bien directamente sobre las CSM del
compartimento inferior de la placa (efecto por contacto directo) o sobre la membrana
del compartimento superior (mecanismo paracrino). En paralelo, al mismo tiempo
que se afiadian las CSH, se afiadieron o no Tp-CSM sobre la poblacién mesenquimal

que habia sido previamente tratada con etoposido (Figura 9).
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Figura 9: Esquema de los cultivos realizados en transwell (A) o en contacto directo (B) para
estudiar el efecto de las CSM sanas o tratadas sobre la poblacion hematopoyética y de la

adicion de Tp-CSM.

A los 3 y 5 dias mediante CMF se analizé en las células hematopoyéticas: la
viabilidad celular (AnexinaV y 7AAD), la proliferacion (el ciclo celular), la
diferenciacion hematopoyética y la expresion de CXCR4 (CD184) y VLA4 (CD49d)
empleando el siguiente panel de anticuerpos monoclonales en combinaciones de

cuatro colores (FITC/PE/PerCPCy5.5/APC):

Diferenciacion: CD164/CD162/ CD45 /CD19
Expresion: CD34/CD49d/CD45/CD184

Las muestras de células hematopoyéticas de los estudios en contacto directo,
se obtuvieron tripsinizando la capa del cultivo y dejando las células obtenidas en el
incubador de CO2 a 37°C durante 2h para favorecer la adhesion de las CSM y poder

asi recoger la fraccién hematopoyética en el sobrenadante. En los estudios del
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mecanismo paracrino se obtuvo la poblacion hematopoyética mediante lavados con

PBS del compartimento superior de la placa.

Para el andlisis se establecieron 4 poblaciones en funcion del aumento de la
complejidad (SSC), y la expresion de CD45, CD162 y CD164. Asi establecimos las
siguientes poblaciones que numeramos del 1 al 4 en funcién de su diferenciacion

(Figura 10):

Poblacién 1: SSC°Y/CD45"°%/CD162™4"™/CD164"°"
Poblacién 2: SSCOVmedivm/cpg5o%,cD162"eY/CD 164"
Poblacion 3: SSC™4m/cD45Me/CD162MeY/CD164medium

Poblacién 4: SSC™™/CcD45Me/CD162MeY/CD164"e"

Para un mejor andlisis de las poblaciones, éstas se agruparon en células
inmaduras (poblacion 1) y células en diferenciacion (poblaciones 2-4) tal como se

observa en el ejemplo de la Figura 10.

Células en
diferenciacion

Células en
diferenciacion

2
£- T
$ 3
I - Células
8 3 8 inmaduras
o Clélulas
inmaduras
T T T n T i n
CD45 PerCP cD 162 PE

Figura 10: Poblaciones de células hematopoyéticas observadas mediante citometria de flujo.
Agrupacion de las mismas en células indiferenciadas (inferior) en células en diferenciacion
(superior).

Pl = poblacion 1 (SSC°/CD45°%/CD162™""/CD164""); P2 = poblacion 2
(SSCOVmedum/c D45/ CD162"/CD164"°"); P3 = poblacion 3 (SSC™“™/CD45"e"/CD162""
CD164™"™): P4 = poblacion 4 (SSC™"™/CD45"¢"/CD162""/CD164"e")
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4.2.3. Estudios in vivo

Se estudié la capacidad de repoblacién de las células CD34" humanas (tanto
de SP como de SCU) utilizando el modelo de xenotrasplante celular en ratén
NOD.CB17-Prkdc* (NOD/SCID) procedente, en nuestro caso, de los laboratorios
Charles River. Como acondicionamiento, 6 horas antes de la infusion celular, se
irradiaron los animales con 3Gy mediante utilizacion de una fuente de Cesio 137

(GammaCell 200, Nordion International, Ottawa, ON, Canada).

Los animales se mantuvieron en condiciones estandar (respecto a la humedad,
temperatura, alimentacion, etc.) empleando racks ventilados en la zona limpia del

Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca.

Las manipulaciones relacionadas con el trasplante se realizaron bajo anestesia
recibiendo una dosis de 90mg/kg de ketamina (Imalgéne 500, Merial, Lyon, France) y
10mg/kg de xilacina (Rompun 2%, KVP Pharma, Bayer Healthcare, Kiel, Alemania) por via

intraperitoneal.

4.2.3.1. Modelo de injerto hematopoyéticos con células CD34+ de SP

Para analizar el efecto de las CSM y la via de administracioén sobre el injerto
hematopoyético, se establecieron 4 grupos en los que se inyectaron 2,5x10° células

CD34" + 5x10° CSM bajo las siguientes condiciones (Figura 13):

e (Células CD34" via intravenosa (IV).
e (Células CD34" via IV y CSM via intradsea (10).
e Células CD34" via 1O.

e Células CD34" via I0 y CSM via I1O.
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CD34+ IV

CD34+ IV/CSM IO

6-8 horas

1 o> CD34+ 10

CD34+10/CSM 10

Figura 13: Grupos de estudio empleados en el modelo xenogénico de injerto

hematopoyético con células procedentes de sangre periférica movilizada.

La infusion de las células por via IV se realiz6 a través de las venas laterales

de la cola del raton tras dilatarlas con lampara de calor.

La infusion de células por via IO se realiz6 el todos los casos en el fémur
derecho de los animales. Para ello, tras comprobar que los ratones estaban
correctamente anestesiados, se lavo la zona de la rodilla con alcohol y se procedié a
perforar la cabeza del fémur con aguja de 25G tal como se muestra en la Figura 14.
Tras esto, se cambid a una aguja de menor grosor (27G) con la que se infundieron las
células resuspendidas en un volumen final de 20ul de suero fisioldgico. Finalmente
se afiadié un poco de Betadine en la herida. El los casos en los que no habia infusion

celular se realizé el mismo procedimiento inyectando unicamente suero fisiologico.
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Figura 14: Puncion intradsea en fémur derecho de raton.

A las 3 y 6 semanas postrasplante se analiz6 el quimerismo hematopoyético
en muestras de MO de ambos fémures y en SP mediante CMF empleando el

siguiente panel de anticuerpos anti-humano:

CD45/CD13/ 7TAAD /CD19
CD45/CD14/7AAD/CD3

El analisis del injerto hematopoyético humano se calculé como el porcentaje
de células positivas para CD45 respecto a la celularidad total. El analisis de
subpoblaciones se llevé a cabo calculando la proporcion de las mismas dentro de las

CD45 humanas (Figura 15).

88C
SSC

[P R TR T PR TR

Figura 15: Analisis del injerto hematopoyético humano y de sus poblaciones.
hCD13: Anticuerpo anti-CD13 humano; hCD19: Anticuerpo anti-CD19 humano; hCD45: Anticuerpo
anti-CD45 humano; SSC: Side Scatter; FSC: Forward Scatter.
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A las 6 semanas se sacrificaron los animales, se extrajo la MO total de ambos
fémures y se expandieron CSM hasta pase2, momento en el que se analizo la

presencia de CSM humanas mediante FISH para cromosomas sexuales humanos.

4.2.3.2. Modelo de injerto hematopoyético con células CD34+ de SCU

En el modelo de trasplante con progenitores hematopoyéticos de SCU, con el
fin de evitar la variabilidad entre sujetos, se infundié en cada caso un pool de células

CD34" procedentes de al menos 4 unidades de SCU distintas.

Siguiendo el procedimiento de infusion anteriormente descrito para células
procedentes de SP movilizada, se establecieron 5 grupos de estudio en los que se
infundieron 10° células CD34" + 5x10° CSM bajo las siguientes condiciones: (1)
células CD34" via IV; (2) células CD34" via IV y CSM via 10; (3) células CD34" via
IV y CSM via IV; (4) células CD34" via IO; (5) células CD34" via IO y CSM via IO.
En 7 de los 25 lotes de ratones estudiados, se infundieron CSM transducidas con

lentivirus.

A las 3 y 6 semanas postrasplante se analiz6 el quimerismo tanto a nivel
hematopoyético como a nivel de estroma del mismo modo realizado en el trasplante

con células de SP movilizada.

La localizacion de las CSM transducidas se analizd mediante
bioluminiscencia. Ademas, se confirmé a las 3 y 6 semanas postrasplante, la
localizacion de las células GFP positivas (CSM humanas) en la estructura del fémur
mediante inmunofluorescencia. Para ello, los animales fueron sacrificados y tras
obtener ambos fémures se fijaron con paraformaldehido al 4% y se decalcificaron

48h antes de ser embebidos en parafina.
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4.2.3.3. Analisis de la bioluminiscencia in vivo

Reactivos necesarios:
= Luciferina (Promega, Madison, WI, USA).
= Isofluorano (Forane, Abbot Laboratories, Madrid).
Método:
Alos dias 0, 2, 5, 7, 14 y 21 postrasplante, se observo la localizacion de las

CSM gracias a la actividad luciferasa que portan tras ser transducidas (Figura 16).

HO.
\C[ H j + fotones
] I/OH FATP 40;, c— \‘(j[ H +AMP+CO,
\n

0 F luciferasa +PPi
Luciferina Oxoluciferina
\0@,\'7
\0@7 A
\’~$7 gt @
=]
CSM-Luc2-GFP Luciferina Emisién

I e FH e g

Figura 16: Base de la aplicacion de la bioluminiscencia para seguimiento celular in vivo.

Para ello, se inyect6 a los ratones una dosis de 15pug de luciferinag de raton
empleando una solucion de luciferina reconstituida en PBS a una concentracion de
15mg/ml. Los animales se anestesiaron con isofluorano y se colocaron en los
soportes para adquisicion de imagenes del sistema de bioluminiscencia Xenogen
IVIS 50 (Xenogen Corporation, Caliper Life Science, Alameda, CA, USA). La adquisicion se
inici6 transcurridos 10 min desde la inyeccion del sustrato (luciferina), momento en
el que la luciferasa alcanza su velocidad maxima y permite que la emision de fotones
sea constante. Las imagenes se adquirieron y analizaron empleando el programa

Living Image 2.50.1 (Xenogen Corporation, Caliper Life Science, Alameda, CA, USA). Para el
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analisis se determinaron las regiones de interés (ROI) basadas en el contorno de las

mismas y calculando para cada una de ellas la emision de fotones/segundo.

4.2.4. Analisis inmunohistoquimico

Reactivos necesarios:
= Paraformaldehido al 4%.
= Sero-albumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).
= Anticuerpo policlonal de conejo anti-SDF 1a.. humano (Abcam, Cambridge, UK)
= Anticuerpo monoclonal de ratéon anti-osteopontina humana (Abcam, Cambridge,
UK)
= Anticuerpo monoclonal de ratéon anti-colageno tipo II humano (Chemicon
International, Germany).
= Anticuerpo policlonal de cabra anti-GFP (Abcam, Cambridge, UK)
= Anticuerpo secundario de cabra anti-raton IgG (H+L) conjugado en Cy3
(Jackson InmunoResearch Europe, Suffolk, UK).
= Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo IgG (H+L) conjugado en Cy2
(Jackson InmunoResearch Europe, Suffolk, UK).
= DAPIL
Método:

Para detectar la expresion de OPN y SDFla en los cultivos, las células,
crecidas sobre portas pretratados con fibronectina bajo las diferentes condiciones de
cultivo, se fijaron con parafolmaldehido al 4% durante 2 horas. En el caso de las
muestras procedentes de los estudios in vivo o de diferenciacion a condrocito, los
tejidos y organos estudiados se fijaron con paraformaldehido al 4%, se incluyeron en
bloques de parafina y se cortaron con un microtomo previo a su colocacion sobre

portas para poder realizar la inmunofluorescencia.
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En todos los casos, los portas se lavaron con PBS y se incubaron en suero
bloqueante durante 1h en agitacion y a temperatura ambiente. El suero bloqueante o
de preincubacion se prepar6 disolviendo en PBS los siguientes compuestos: BSA al
1%, suero normal 5% y Triton X-100 al 0.02%. El anticuerpo primario se diluy6 en
PBS segtin las recomendaciones del fabricante y las secciones se incubaron en esta
solucion en agitacion durante 48h a 4°C. Tras ser lavadas con PBS, se incubaron
durante 1h 30 min a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado
en Cy2 (verde) o Cy3 (rojo). Finalmente se marcaron los nticleos con DAPI, se
montaron los portas y se observaron al microscopio de fluorescencia Leica DMI-

6000-B con los filtros correspondientes al fluorocromo utilizado.

4.2.5. Citometria de flujo

4.2.5.1. Inmunofenotipaje

Reactivos necesarios:
=  Anticuerpos monoclonales (ver Tabla 4)
=  PBS FACSFlow (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA)

Método:

Para las muestras analizadas por CMF se centrifugaron las células y se
resuspendieron en PBS en tubos de poliestireno (Falcon, Becton Dickinson Biosciences, San
Jose, CA, USA) para proceder a su marcaje. Este se realizo mediante la técnica de
inmunofluorescencia directa con los anticuerpos monoclonales indicados, segun las
cantidades especificadas en la Tabla 4. Tras mezclar bien la muestra y los
anticuerpos, se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Transcurrido este tiempo, se eliminé el exceso de anticuerpo lavando las células con

PBS y centrifugando durante 5 minutos a 700xg. Finalmente se retird el sobrenadante
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y se resuspendieron las células en 0,2 ml de PBS, almacenandose a 4°C y al abrigo de
la luz hasta el momento de su adquisicion en el citometro de flujo, que en ningin

caso superd una hora desde el término del proceso de marcaje.

La adquisicion de las muestras se realizd en un citometro de flujo modelo
FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA), equipado con un laser de
argon sintonizado a una longitud de onda de 488 nm y que emite a una potencia
constante de 15 mVatios. La calibracion del instrumento se llevd a cabo utilizando
los protocolos previamente establecidos por el Servicio de Citometria de nuestro
hospital. El soporte informatico empleado para la adquisiciéon de muestras fue el
programa CellQuest® (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) y para el analisis
el programa Infinicyt (Cytognos, Salamanca, Spain). Se adquirieron un total de 50.000

células totales para proceder a su caracterizacion inmunofenotipica.
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Tabla 4: Anticuerpos monoclonales utilizados para estudiso de CMF.

FLUOROCROMO CANTIDAD PROCEDENCIA

Becton-Dickinson

CD3 APC 3ul Biosciences, San Jose, CA, USA
CD13 PE 10ul Bioscieﬁggsg_alzi;(l)(sig,s (()3134, USA
CD14 PE 10ul Bioscieﬁceec;?g:r)li%(shel,s (& USA
CD19 PerCP Cy5.5 10p Bioscielllgcz(;ts(?ns_e]i)ni 31(()ISI;SOSA USA
CD19 APC 3ul Bioscieﬁfﬁfgﬁi}:fiis (c):rja USA
CD34 FITC 10pl Bioscie]r?(?::?g;llzi;(l){sig,s (gj« USA
CD44 FITC 10ul sa{?nﬂﬁ(;f?ﬁ;m
CD45 FITC 10ul Bergisxigiggéiﬁte(:}cérmany
CD45 PerCP Cy5.5 10l Bioscier?ci:csts(,)ns-éll)ni ?SIS?OCHA USA

CD49d PE 10pd Bioscier]?cececsg(jlls_zlijr: ?IlélslclesogA USA
CD73 PE 10ul Bioscienliez,PSh;;}l(iIslg,egA, USA
CDY0 FITC 2ul Bioscienliel:)s,PS}l;rl;I}q(i)gg,egA, USA
CD105 APC 3ul Minsf;gify ;{tliln,lfJSA
CD162 PE 10ul Bioscienliez,Pél;;?;Islf,egA, USA
CD164 FITC 10ul Bioscienliez,Psh;r?}l;rslg,egA, USA
CD166 PE 10ul Bioscienlie’é,PSh;;?(irsleg,egA, USA
CD184 APC 3ul Bioscienlig,PSII;;}lé?eg,egA, USA

En todos los casos se afiadieron los anticuerpos a concentracion de saturacion. FITC: Isotiocianato de
Fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PC5: Ficoeritrina-cianina 5; APC: Aloficocianina; PerCP Cy5.5:

proteina peridinin clorofilica cianina 5.5.

61



Material y Métodos

4.2.5.2. Estudio de viabilidad

Reactivos necesarios:
= PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Becton Dickinson Biosciences, San Jose,
CA, USA).
= Anticuerpo monoclonal CD45 conjugado en FITC.
Método:
Para el analisis de viabilidad celular se emple6 el kit comercial de apoptosis
que combina Anexina V conjugada en PE para marcar las células en apoptosis y 7
amino-actinomicina (7-AAD) para marcar las células muertas. Las muestras se
incubaron en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15 minutos con CD45-
FITC. Transcurrido este tiempo, se elimind el exceso de anticuerpo lavando las
células con PBS y centrifugando durante 5 minutos a 700xg. Finalmente se retird el
sobrenadante, se resuspendieron las células en 100ul de Binding buffer 1X y se
marcaron con Anexina V (Sul) y 7-AAD (5ul) durante 10 minutos a temperatura

ambiente antes de su adquisicion.

4.2.5.3. Analisis de ciclo celular

Reactivos necesarios:
= DNA reagent kit CycleTEST Plus (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA,
USA).
= Anticuerpos monoclonales CD34 y CD45 conjugados en FITC.
Método:
La proliferacion de las células hematopoyéticas se analizé mediante estudios
de ciclo celular utilizando para ello el kit comercial Cycle Test DNA Reagent kit.
Tras lavar las células se procedi6 al marcaje con anticuerpos de membrana CD45 y

CD34 ambos conjugados en FITC para amplificar la sefial de la poblacion a estudio.
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Se incubaron en oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lavaron
con PBS centrifugando a 700xg durante 5 minutos con el fin de eliminar el exceso de
anticuerpo. A continuacion, se incubaron durante 10’ con 200ul de una solucion que
contiene un exceso de proteinas y ribonucleasa que permite eliminar el RNA nuclear
para evitar la unién de éste con el ioduro de propidio. Tras esto, las células se
incubaron a 4°C durante 10’ con 200ul de solucién de ioduro de propidio que se une
de forma estequiométrica al ADN. La adquisicion se realizd segin lo descrito
anteriormente, pero en este caso, para el analisis se emplearon los programas Paint-
A-Gate-Pro (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) con el que se selecciond la
poblacion en estudio y ModFit LT (Verity Software House, Inc, ME, USA) con el que se

analiz6 el ciclo celular.

4.2.6. Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Reactivos necesarios:
= Etanol
= Solucién de choque osmotico™.
= Pepsina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).
= Kit de sondas X,Y (Vysis-Abbot Laboratories, Downers Grove, IL, USA).
= Formamida (Panreac, Barcelona, Espafia)
= 4’ 6-diamidine-2 -phenylindole  dihydrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany).

* La solucion para el choque osmotico se prepard mezclando 3,0g KCI (Panreac, Barcelona,
Espafia), 4,8g HEPES (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) y 0,2g EGTA (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Germany) todo ello diluido en 1L de agua destilada ajustando el pH a 7,4.

Método:
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Para realizar FISH en interfase de las CSM cultivadas, se retird el
sobrenadante del frasco de cultivo, se lavd con PBS, se afiadieron 10ml de solucion
de choque osmotico y se incubd durante 1h en estufa a 37°C. Posteriormente se
fijaron las células con metanol/acético (3/1), se centrifugaron durante 5 minutos a
300g y se depositaron en un porta pretratado mediante cito-centrifugacion de 5

minutos a 300g.

Los portas con las células se desnaturalizaron en solucion de pepsina durante
10 minutos a 37°C y se deshidrataron mediante incubaciones secuenciales a
temperatura ambiente en etanol al 70/85/100%. Después se hibridaron con una
mezcla de sondas para los cromosomas X (rojo) e Y (verde) en un ciclo de 6 min a

75°C y 20 horas a 37°C segun protocolo del fabricante en el termociclador HYBrite

61
(Vysis-Abbot Laboratories, Downers Grove, IL, USA) . Tras la hibridacion se lavaron con

formamida al 50% en 20X SSC a 46°C durante 5 minutos y se incubaron con DAPI

para detectar los nticleos celulares.

Las células fueron observadas con el microscopio de fluorescencia Leica
DMI-6000-B con los filtros correspondientes a la sonda utilizada. Se contaron al

menos 200 ntcleos, expresando los resultados en porcentaje de células de cada sexo.

4.2.7. Western blot

Reactivos necesarios:

Tampon de lisis*.

= Tampon de carga™*.

=  Solucion de Acrilamida/Bis al 30% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
= BSA.

= Anticuerpo monoclonal de ratén anti-osteopontina humana.
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=  Anticuerpo monoclonal de raton anti-tubulina humana (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA).

= Anticuerpo secundario de cabra anti-raton IgG unido a peroxidasa (GE

Healthcare BioSciences, Buckinghampshire, UK).

*= Solucion de revelado ECL Western Blotting Detection (GE Healthcare
BioSciences, Buckinghampshire, UK).

* El tampon de lisis consiste en una solucion 140mM NaCl, 10mM EDTA, 10 % glicerol, 1 %
nonident P-40, 20mM Tris (pH 8.0), ImM pepstatina, 1pg/ml aprotinina, 1pg/ml leupeptina, 1mM
PMSF, 1mM sodio ortovanadato.

** Para preparar el buffer de carga de electroforesis se mezclaron 4% SDS; 0,05% azul de

bromofenol; 20% glicerinay 2% _-mercaptoetanol en Tris-HCI 100 mM pH 6,8

Método:

Para confirmar los resultados obtenidos mediante el andlisis
inmunohistoquimico se realizaron estudios mediante la técnica de western blot para
analisis de la OPN. Tras realizar los experimentos, las células se trasladaron a un
bafio de hielo, impidiendo de este modo la activacion de fosfatasas o proteasas. Se
decantaron los sobrenadantes, se lavaron las células dos veces consecutivas con PBS

y se lisaron en un volumen 800ul de tampodn de lisis.

Las células se centrifugaron a 13000 rpm a 4°C en una microcentrifuga
refrigerada durante 10 minutos y los sobrenadantes se transfirieron a tubos de
microcentrifuga limpios. Se cuantificaron los extractos celulares para el andlisis de
western blot, midiendo la cantidad de proteina por el método de Bradford. Las
muestras fueron neutralizadas con tampon de carga de electroforesis 4X y se
calentaron mediante un bafio seco a 100° durante 5 minutos. Tras ser hervidas, las
muestras se cargaron (100png) en geles de SDS-PAGE preparados segiin Laemmli. El
porcentaje de poliacrilamida fue del 15% debido al peso molecular de la OPN. La

electroforesis se llevo a cabo en cubetas tipo Sturdier (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Los geles se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore, Bedford, MA,USA)
en una solucion de transferencia (25 mM Tris; 192 mM glicina) a corriente constante
de 12V durante 14 horas. A continuacion se bloquearon en agitacion con solucion de
BSA y se incubaron con el anticuerpo primario durante 2 horas a temperatura
ambiente. Seguidamente se incubaron con sus correspondientes anticuerpos
secundarios conjugados a HRP y se revelaron las membranas mediante la reaccion de

la peroxidasa potenciada mediante luminol y paraiodofenol sobre peliculas Fujifilm.

4.2.8. Transduccion celular

4.2.8.1. Produccion de lentivirus

Reactivos necesarios:
= Tampon 2X HeBS*.
= (CaCl,0,5M.
= Hexadimethrine bromide, polybrene (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).

=  Medio de expansion de CSM.

* El tampon 2x HeBS se preparé mezclando 200mM NaCl, 10mM KCl, 1.5m MNa,HPO,.2H,0,

12mM dextrosa y S0mM HEPES en agua milliQ.

Método:
Se parti6 de un cultivo de células 293T y muestras suficientes de DNA del
vector que porta el transgen pLV-CMV-Luc2-bc-GFP, y de los vectores psPAX2 y

VSV-G que permiten la formacion del virus (Figura 11).
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Figura 11: Esquema de produccion de lentivirus en células 293T empleando el plasmido de

interés (A), un vector para la sintesis y empaquetamiento del virus (B) y un vector para la

envuelta del virus (C).

Las células 293T se mantuvieron en cultivo con el mismo medio empleado
para la expansion de CSM. La transfeccion de las células 293T se realizé cuando las
células se encontraban en un 50% de confluencia en placas Petri de cultivo de 15 cm
de diametro (Falcon, Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) mediante gradiente
de calcio afiadiendo a cada placa 35ug de ADN total con CaCl, 0,5 M y buffer 2x
HeBS. Tras 18h de incubacion en estufa de CO, a 37°C se sustituyo este medio de
transfeccion por medio fresco de expansion en el que las células liberan las particulas
virales. A las 24 y 48h se recogi6 el sobrenadante, se pasé a través de un filtro de
0.45 um de poro con jeringuilla de 50ml, se alicuotd y congelé a -80°C, dejando una

pequena parte para calcular el titulo del sobrenadante (unidades infectivas/ml).

Para calcular el titulo de los sobrenadantes virales obtenidos, se plantaron
células 293T en placas de 6 pocillos con 10° células 293T en cada pocillo. Al dia

siguiente, se cambi6 el medio de expansion por 2ml de diluciones decrecientes del
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sobrenadante obtenido como se detalla en la Figura 12. Se mantuvieron en estufa de
CO; durante 3 dias, tiempo suficiente para la transduccion y posterior expresion de
las proteinas de los transgenes insertados, tras lo cual se tripsinizaron, se lavaron con
PBS y se adquirieron en el citometro de flujo tal como se ha descrito en los apartados

anteriores.
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Figura 12: Modelo de placa de diluciones empleada para el céalculo del titulo de los

sobrenadantes virales.

Los archivos se analizaron con el programa Infinicyt®, calculando el
porcentaje de células 293T positivas en la primera fluorescencia (debido a la
expresion de GFP) para cada concentracion de sobrenadante viral. El calculo del
titulo se realizd haciendo la media del resultado obtenido en la siguiente operacion
aplicado solamente a las diluciones en las que el porcentaje de células positivas

oscilaba entre 60 y 20%:

Concentracion celular x Dilucion x %Células positivas

= Unidades/ml
Volumen

4.2.8.2. Transduccion de CSM

Reactivos necesarios:
=  Sobrenadante viral.

= Hexadimethrine bromide, polybrene.

68



Material y Métodos
=  Medio de expansion de CSM.
Método:

Partiendo de CSM en pase 2 al 40% de confluencia, se cambid el medio de
expansion por medio de transduccion consistente en una dilucion 1:15 del
sobrenadante de virus en medio de expansion para obtener una MOI (Multiplicity Of
Infection) aproximada de 1 segun el titulo obtenido para cada lote de virus. Para
aumentar la eficiencia de transduccion se afiadid polybrene a una concentracion final
de 8ug/ul. Tras 24 horas a 37°C en incubador de CO, se cambi6 el medio de
transduccion por medio fresco de expansion y se mantuvo el cultivo en condiciones
estandar de expansion de CSM. En paralelo se mantuvo un cultivo sin medio de

transduccion como control.

En todos los casos, transcurridas 72 horas desde la transduccion, se tomd una
muestra de CSM, tanto control como transducidas, para calcular la eficiencia de la
transduccion mediante CMF gracias a la expresion de GFP por parte de las células

que habian sido infectadas.

4.2.9. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa SPSS 15.0 para
Windows (Chicago, IL, USA). Se calcularon los valores de la mediana y el rango para
cada una de las variables. La comparacion para muestras independientes se realizo
mediante el test de Mann-Whitney para datos no paramétricos. En los analisis de 3 6

mas condiciones experimentales se aplico la correccion de Bonferroni.

La significacion estadistica se fijo para valores de *p<0.05 y ** p<0.01.
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5.1. Expansion y caracterizacion de las CSM

5.1.1. Expansion de las CSM

Se separaron CMN de todas las muestras estudiadas mediante gradiente de
densidad con ficoll y en todos los casos se consigui6 la expansion de las CSM hasta
pase 3. Desde el punto de vista morfoldgico, se comprobd que las CSM presentaban
su aspecto fibroblastico habitual y proliferaban formando colonias que se expandian

ocupando toda la superficie del frasco de cultivo (Figura 17).

Figura 17: Imagenes secuenciales de la expansion de CSM. Desde el inicio del cultivo (A)
se observan células adherentes de aspecto fibroblastico que van proliferando (B, C) hasta

alcanzar confluencia (D).

5.1.2. Caracterizacion inmunofenotipica

Las CSM obtenidas presentaban un inmunofenotipo similar en todos los
casos, con un perfil de expresion que coincidia con los criterios de definicion de
CSM establecidos por la ISCT™. Asi, y de acuerdo con el panel estudiado, las
células expresaban CD73, CD90, CDI105, CD166 y CD44 y carecian de los
marcadores de linea hematopoyética CD14, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR (Figura

18).
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Figura 18: Expresion inmunofenotipica de las células mesenquimales. Los marcadores
positivos se indican en la fila superio y los negativos en la inferior. La expresion de las
CSM se indica en color azul, mientras que en verde se representa el histograma de las

células basales sin marcar (control de autoflorescencia)

5.1.3. Diferenciacion de las CSM

De forma anéloga, siguiendo los criterios de la ISCT, para demostrar que en
todos los casos estudiados se mantenia la multipotencialidad de las CSM, se indujo
su diferenciacion hacia osteoblastos, adipocitos y condrocitos. En todas las células
obtenidas, y bajo condiciones de cultivo especificas, se obtuvo diferenciacion hacia

los tres tipos celulares indicados (Figura 19).
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Figura 19: Diferenciacion multilineal de las CSM. Expresion de fosfatasa alcalina (A, B),
depositos lipidicos con rojo al aceite (C, D) y expresion de colageno (E, F) en CSM

mantenidas en medio de expansion (A, C, E) o medio especifico de diferenciacion (B, D, F).

5.2. Aislamiento de progenitores hematopoyéticos

En todas las muestras obtenidas por leucoaféresis se aislaron mediante
seleccién inmunomagnéticas las células CD34" con una pureza superior al 90%.(99-
93%) En el caso de las muestras de SCU se aislé un numero suficiente de células
para realizar los experimentos programados en 27 de las 30 unidades procesadas. En
dichos casos, la pureza fue siempre superior al 80% (94-80%) tras el analisis

inmunofenotipico (Figura 20).
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Figura 20: Caso representativo del porcentaje de células CD34", observadas por citometria
de flujo, obtenidas mediante seleccion inmunomagnética en muestras de leucoaféresis (A) y

sangre de cordon umbilical (B).

5.3. Estudios in vitro

5.3.1. Cultivos a largo plazo en 2 etapas

Con el fin de analizar la capacidad de las CSM para soportar la
hematopoyesis in Vvitro, se analiz6 semanalmente la confluencia de la capa adherente,
la presencia de adipocitos y areas de cobblestone en la misma, asi como la capacidad
clonogénica de las células producidas por el cultivo y se compararon los resultados
de las distintas condiciones de cultivo. La adicion de células CD34" junto con las
células CD34" no produjo ninguna diferencia significativa, por lo que en el resto del
trabajo, y para facilitar la compresion del mismo, se muestran Unicamente los
resultados de los grupos en los que el segundo indculo se realizo con células CD34"

o con CD34" y CSM.

A partir de la tercera semana tras el segundo inoculo se apreciaban claras

diferencias entre los cultivos control y aquellos que habian sido tratados previamente
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con etopodsido y que recibian Unicamente progenitores hematopoyéticos. Por el
contrario, los casos tratados con etopdsido que habian recibido CSM junto con la
fraccion hematopoyética, recuperaban parametros similares a los controles, tal como

se aprecia en la Figura 21 y se detalla en los siguientes puntos.

Semanal Semana3 Smana5

Control

Etoposido
CD34+

Etoposido
CD34+CSM

Figura 21: Evolucion de los cultivos a largo plazo a las 1, 3 y 6 semanas desde el segundo

indculo en un caso representativo de los realizados

5.3.1.1. Confluencia de la capa adherente

La confluencia del estroma obtenido a partir de CSM en condiciones control
fue siempre del 100% independientemente de los tipos celulares afiadidos en el
segundo indculo. El mismo resultado se observaba transcurridas 2 semanas en los
cultivos que tras ser tratados con etopdsido recibian CSM en su segundo in6culo.
Por el contrario, en los estromas tratados con etoposido y que posteriormente sélo

recibian células CD34" se observo una progresiva pérdida de la confluencia de la
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capa adherente, del 60 al 30% desde la primera a la quinta semana postratamiento

con el farmaco (Figura 22).

120 1 — = Control +CD34

100 - o - — % % | —® - Control
© +CD34+CSM
S 80 | = A = Etoposido
% +CD34
=) | =3 Etoposido
= 60 A - +CD34+CSM
8 AL

40 7 S o~ - - - = ‘~
X Y DL A

20

0
1 2 3 4 5

Tiempo (semanas)

Figura 22: Evolucion del porcentaje de confluencia de la capa adherente de estroma a lo
largo del tiempo bajo las distintas condiciones de cultivo (Datos expresados en mediana).

Control: estromas tratados con DMSQO; Eto: estromas tratados con etopdsido

5.3.1.2. Presencia de adipocitos y areas de cobbletone

En los cultivos mantenidos bajo las condiciones estdndar se observaron
adipocitos desde el inicio hasta la quinta semana del estudio, momento en el que
representaban mas de un 20% de la superficie. El tratamiento con etoposido
provocaba la pérdida de los adipocitos del estroma. Cuando estos cultivos recibian
CSM en el segundo in6culo, se observaba un incremento progresivo en el numero
de adipocitos similar a lo observado en los controles. Para cuantificar la aparicion de
adipocitos mediante contraste de fases (20X) se asignd un valor numérico de 0 en
ausencia de adipocitos, 1 cuando aparecia algiin adipocito aislado, 2 cuando habia
adipocitos en la mayoria de los campos observados y 3 cuando aparecian varios
adipocitos por campo. Con estos valores corroboramos los resultados descritos

cualitativamente (Figura 23).
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Figura 23: Progresion observada en la aparicion de adipocitos segun los valores

determinados para su estudio. Datos expresados en mediana.

Para la valoracion de las arcas de cobblestone se siguid el mismo criterio
empleado en el caso de los adipocitos y que se acaba de describir (Figura 24). En los
controles, a partir de la segunda semana tras el in6culo con células hematopoyéticas,
aparecian areas de cobblestone, signo de una hematopoyesis activa en el cultivo,
cuya superficie aumentaba a medida que avanzaba el cultivo. En cambio, los cultivos
tratados con etopésido que habian recibido exclusivamente células CD34",
presentaban un numero escaso o nulo de las mismas. En los casos en los que estos
cultivos recibian CSM con la fraccion hematopoyética, a partir de la tercera semana,
se recuperaba su capacidad de soporte de la hematopoyesis in vitro reflejada en una

aparicion de areas de cobblestone similar a la observada en los controles.
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Figura 24: Aparicion de las areas de cobblestone bajo las diferentes condiciones de cultivo

segun el sistema de puntuacion asignado. Datos expresados en mediana.

5.3.1.3. Capacidad clonogénica

5.3.1.3.1. Numero de células producidas por el cultivo a largo plazo

Una vez realizado el segundo in6culo, también se analiz6 semanalmente el
nimero de células suspendidas en el sobrenadante al realizar el cambio de medio.
Como puede observarse en la Tabla 5, durante la primera semana, el nimero de
células era estadisticamente mayor en el sobrenadante de los cultivos tratados con
etoposido y que no habian recibido CSM. Esta tendencia se mantenia a medida que
avanzaban las semanas, aunque las diferencias eran cada vez menores hasta que en la
semana 5, cuando se tripsinizaba la capa, el nimero de células en este grupo era

significativamente inferior al obtenido en el resto de los cultivos.
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Tabla 5: Cultivos a largo plazo. Células recuperadas a lo largo de las cinco semanas de
cultivo.

Semana Control Control Etoposido Etopésido
CD34" CD34'/CSM CD34" CD34'/CSM
1 46 (4-120) 38 (5-134) 110 (16-212)* 79 (16-386)
2 45 (2-90) 41 (2-98) 133 (2-432)* 51 (2-124)
3 71 (8-234) 87 (16-288) 121 (18-610) 70 (16-326)
4 103 (24-564) 151 (22-688) 194 (16-456) 98 (28-340)
5 649 (140-3780) 998 (140-4020) 290 (45-1230)* 536 (135-4260)

Resultados expresados en mediana (rango). Datos de células recuperadas x10°. *p<0.05 respecto a los

otros grupos.

5.3.1.3.2. Numero total de progenitores generados en el cultivo a largo

plazo

Con las células obtenidas en el recambio semanal del medio, se realizaron
ensayos funcionales de produccion de colonias CFU-GM. La produccion de CFU-
GM fue similar en todos los cultivos a excepcion de los tratados con etopdsido sin
CSM (Tabla 6). En estos cultivos, pese a haber recuperado mayor nimero de
células en el sobrenadante, el namero de colonias/10° células producidas fue
siempre inferior al resto, especialmente durante las 2 primeras semanas, dando
como resultado un numero total de colonias mas bajo que los controles. En los
casos tratados con etopdsido e inoculados con CSM vy la fraccidn hematopoyética, a

partir de la segunda semana se obtienen valores similares a los controles.

Si atendemos a la capacidad de formar colonias al cabo de 5 semanas por el
nimero total de células presentes en el cultivo, observamos una diferencia
significativa entre los cultivos tratados con etopdsido que reciben exclusivamente

células CD34" y el resto de los cultivos (Figura 25).
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Tabla 6: Produccion semanal de colonias/10° células totales presentes en el sobrenadante.

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanas

Control 3.8 5,6 3,0 2,2 1,0
+CD34" (0,6-12,1)  (2,2-16,9) (0,3-16) (0,4-7,4) (0,3-5,7)
Control 3,8 5,5 49 2,7 0,9
+CD34+CSM  (0,5-11,9) (2,5-13) (0,3-16,5) (0,4-7,2) (0,3-2,1)
Etoposido 2,1* 2,6% 1,7 1,1 0,5
+CD34" (0,2-3,2) (0,4-9) (0,02-11,5)  (0,1-6,8) (0,05-1,2)
Etoposido 2.4 5,0 2,6 2,0 0,8

+CD34'+CSM  (02-7.9)  (0,8-10,3)  (0,3-15,8)  (0,3-8,5)  (0,2-1,7)

Resultados expresados en mediana (rango). Datos de n® de colonias CFU-GM x10°. *p<0.05 respecto

a los otros grupos.

N° Absoluto de Colonias x10°
3\
J

Control Control Etoposido Etoposido
+CD34 +CD34+CSM +CD34 +CD34+CSM

Figura 25: Capacidad clonogénica de las células producidas bajo cada una de las
condiciones de cultivo. Produccion en la quinta semana de colonias/células totales del

cultivo.

5.3.2. Capacidad de injerto de las CSM in vitro

Para estudiar si el mecanismo a través del cual las CSM eran capaces de
restaurar el estroma in Vitro era paracrino o por efecto del contacto directo de las

células, se compar6 el medio condicionado producido durante la expansion de CSM
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sanas con las CSM mismas. Cuando se realizaron los cultivos tratados con etopdsido,
tanto a 50 como a 100uM, se observaba una rapida recuperacion de la confluencia de
la capa si se afiadian directamente las células, mientras que en los que se cultivaban

unicamente con sobrenadante la recuperacion de la confluencia era mas discreta

(Tabla 7).

Tabla 7: Mejora de la confluencia del estroma con etoposido 100uM.

Dia +5 Dia +15
Control 100 100
Etopésido 17 (21-6) 9 (13-1)
Etopdsido + Sobrenadante 20 (25-10) 26 (35-16)
Etopésido + CSM 80 (100-70) 100

Resultados expresados como mediana (rango) del porcentaje de superficie cubierta.

Con el fin de saber si la mejora producida en los estromas dafiados por la
adicion de CSM sanas se debia a la secrecion de factores o a la incorporacion de las
Tp-CSM a los mismos, analizamos mediante FISH de cromosomas sexuales la
procedencia de las células, puesto que el estroma dafiado y segundo indculo
procedian de donantes de distinto sexo. Los resultados muestran que las CSM sanas
eran capaces de incorporarse al estroma dafiado, y que esta propiedad estaba en
relacion con la dosis de etoposido administrada y por tanto con el grado de dafio del

estroma (Tabla 8).

Tabla 8: Capacidad de injerto de las CSM sanas en un estroma dafiado.

Dia +5 Dia +15
Control 0.1 (0-3) 0 (0-2)
L 50uM
Etopésido 69 (57-93) 67 (55-93)
Control 0.5 (0-2) 0(0)
. 100uM
Etoposido 97 (85-99) 99 (90-100)

Datos expresados como mediana de porcentaje de células del donante.

Control: estromas tratados con DMSO; Etoposido: estromas tratados con etopdsido.
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5.3.3. Expresion de osteopontina y SDF1alfa

Para saber si el dafio ejercido por el etopdsido también influia en la expresion
de moléculas del estroma importantes en el mantenimiento de la hematopoyesis,
analizamos la expresion de osteopontina y SDF1a mediante inmunofluorescencia,
tanto a corto (48h) como a largo plazo (3 semanas) desde el tratamiento con

etoposido.

A corto plazo se observd, tanto en cultivos control como en tratados, una
expresion baja-moderada de SDFla en la mayoria de las células. En los cultivos
tratados se observaban algunas células aisladas con expresion muy alta. A largo
plazo, aumentaron las diferencias entre los estromas tratados y no tratados con el
farmaco. Los cultivos control presentaban regiones o clusters de células con
expresion moderada-alta, bien definidos, y rodeados por células negativas para SDF-
1. Las células positivas que componian estos clusters presentaban una morfologia
poligonal, similar a la observada en la diferenciacion a osteoblasto, mientras que las
células circundantes mantenian la tipica morfologia fibroblastica de las CSM
expandidas in vitro. En cambio, en los cultivos tratados con etoposido, donde se
habia perdido la confluencia de la capa estromal, las células positivas eran muy
escasas, y ademas presentaban indistintamente morfologia fibroblastica, poligonal o
circular sin ningln tipo de disposicion organizada. Cuando estos cultivos tratados
con etopdsido habian sido cultivados con sobrenadante de CSM sanas en algunos
casos se observo la aparicion de pequefos clusters de células positivas de

morfologia poligonal similares a los observados en los controles.
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Figura 26: Expresion de SDF1a a las 3 semanas. En los controles se observo la distribucion
de las células positivas en clusters rodeados de células negativas (A)(20X). Las células
positivas presentaban morfologia poligonal (B) (63X). Los cultivos tratados con etoposido
presentaban menor nimero confluencia y bajo nimero de células positivas (C)(20X) siendo
éstas de morfologia fibroblastica (D) (63X). Cuando los cultivos tratados con etoposido se
cultivan con sobrenadante de CSM sanas se recuperan pequefios agregados de células

positivas (E)(20X), (F)(40X).

Cuando se analizd la expresion de osteopontina mediante
inmunofluorescencia, apenas se observaron diferencias entre los distintos grupos
estudiados, con muy bajo numero de células positivas, en su mayoria de morfologia
circular, aunque en el caso de los estromas tratados también aparecian células con
morfologia irregular. A las 3 semanas, en los cultivos control habia aumentado
ligeramente el nimero de células positivas, presentando éstas morfologia poligonal.
Los cultivos tratados con etoposido presentaban mayor niimero de células con
expresion muy alta pero con morfologia muy variada: redondas, fibroblésticas y

muchas de ellas con formas indefinidas con prolongaciones. En los cultivos tratados
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y cultivados con sobrenadante de CSM sanas, la presencia de células positivas era

aun mas evidente con predominio de morfologia fibroblastica y redonda.

Figura 27: Morfologia de las células que expresaban osteopontina. En los controles se
observaron células poligonales (A) que en algunos casos estaban agrupadas (B). En los
cultivos tratados con etoposido las células positivas tenian un aspecto morfoldgico anémalo,
con prolongaciones (C) y redondas (D). Esta morfologia diferencial se mantenia cuando las
células tratadas con etoposido se cultivaban con sobrenadante de CSM sanas (E, F).

Imégenes obtenidas a 63X.

Con el fin de comprobar estas diferencias se realizaron estudios de western

blot. En el caso del SDF1a no se detecté ninguna banda debido al pequefio tamafio
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de la proteina (menor de 10kDa) y a la baja cantidad de muestra disponible. En
cambio, en el caso de la osteopontina se pudo confirmar como al cabo de 3 semanas
su expresion era claramente mayor en los cultivos tratados con etopdsido, siendo aun

algo mayor en aquellos cultivos que habian recibido sobrenadante de CSM sanas.

Figura 28: Expresion de osteopontina (A) a las

1 2 3 3 semanas por-tratamiento en condiciones

control (1), en cultivos tratados con etopdsido
A

(2) y en cultivos tratados con etopdsido
A SR sm— .
B . mantenidos con sobrenadante de CSM sanas (3).

Expresion de tubulina (B) en los mismos grupos

empleada como control de carga.

5.3.4. Efecto de las condiciones del estroma sobre la poblacion

hematopoyética

Con el fin de saber cdmo podia afectar un estroma danado a los progenitores
hematopoyéticos, analizamos la variacion de su proliferacion, diferenciacion y
expresion de CXCR4 y VLA4 cuando dichos progenitores se cultivaban con
estromas normales y dafados, asi como el efecto de las Tp-CSM sobre dicha
expresion, tanto si el efecto de las mismas se ejercia por mecanismos paracrinos

como por contacto directo.

En cuanto a la viabilidad de las células hematopoyéticas no se observaron
diferencias significativas entre los distintos grupos tanto cuando los estudios se

realizaban en contacto directo como al utilizar transwell (Tabla 9).
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Tabla 9: Viabilidad de las células hematopoyéticas bajo las diferentes condiciones de
cultivos estudiadas a los 3 y 5 dias desde su co-cultivo con el estroma, tanto por contacto

directo como mediante cultivo en transwell.

% 7AAD /AnexinaV-

Contacto directo Transwell

Control CD34 (30.646-'717.0) (66.761-;4.8)

;% Etoposido CD34" (2127_'811.1) (41,696_}360.1)
Etoposido CD34" + CSM (37.8?;;'5)) (64.713-.822. 1)
Control CD34" (28,46%693.4) (58,656_'758.6)

§ Etoposido CD34" 3 5'50%51 1) 31 674677 5)
Etoposido CD34"+ CSM (37.573-'710.2) (47.54%654.4)

Datos expresados como mediana (rango) del porcentaje de células negativas para anexina V' y

7AAD mediante citometria de flujo.

Las células hematopoyéticas en contacto directo con el estroma sano
muestran mayor tasa de proliferacion (células en G2/M) aunque estas diferencias con
los otros grupos no alcanzan la significacion estadistica. Esta mayor proliferacion
hematopoyética observada en los controles se mantuvo cuando los estudios se
realizaron en transwell. Asi a los 5 dias las células hematopoyéticas proliferan mas
en transwell con un estroma sano que cuando se cultivan en presencia de un estroma
tratado con etopdsido y este estimulo proliferativo se mantiene al afiadir CSM sanas

al estroma dafiado (Tabla 10).
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Tabla 10: Porcentaje de células hematopoyéticas en division (G,/mitosis) bajo las diferentes

condiciones de cultivos y tiempo testadas.

% G2/M
Contacto directo Transwell

Control CD34" (3';'17 0.9) (2'8;2.0)

;.% Etoposido CD34* (1'03_'16 43) (Oéﬁz_él)
Etoposido CD34" + CSM (1'73_'15 03) (1;;2_8)

Control CD34" (5'26_'13 2.7) (21;.2; 2)

:% Etoposido CD34" (2.‘11;;9) (1.12_3)
Etoposido CD34" + CSM (2;:3,4) (2;;2_2)

Resultados expresados como mediana (rango). *p<0.05 comparado con el grupo de hematopoyéticas

mantenidas en estromas tratados con etopésido que reciben solamente células CD34".

Cuando se analiz6 la induccion a la diferenciacion de los progenitores
hematopoyéticos ejercida por los diferentes tipos de estroma se comparé la poblacion
inmadura frente al resto. Tanto cuando dicha diferenciacion se analizé en CPH en
contacto como en transwell, los estromas control inducian mejor la diferenciacion de
progenitores de forma significativa al compararlos con las células hematopoyéticas
mantenidas en estromas tratados (Tabla 11). Ademas, cuando los estromas dafiados
recibian un inéculo de CSM sanas en el mismo momento que las células CD34" la

capacidad de diferenciacion mieloide se recuperaba.

&9



Resultados

Tabla 11: Porcentaje de células hematopoyéticas en diferenciacion bajo las diferentes

condiciones y tiempos de cultivo testadas.

% Células en diferenciacion

Contacto directo Transwell

Control CD34" (1 8.24(3.297.2) (17_241_; 2)

% Etoposido CD34" (101_3;431;0) (817113 7* 9)
Etoposido CD34" + CSM (13.119-58.6) (1 2_175_'225.3)

Control CD34" 31 .37%'464_3) (17.29‘{'334.6)

:%: Etoposido CD34" (162.251:.1) (1 21;_322)
Etoposido CD34" + CSM (18.21%.??8.6) (17.201-.238.3)

Datos expresados como mediana (rango).

* Menor porcentaje de células en diferenciacion (p<0.05) comparado con los otros grupos.

Ademas de la diferenciacion, se analizo el efecto ejercido por los diferentes
estromas sobre moléculas implicadas en el anidamiento. Observamos que el
porcentaje de células hematopoyéticas que expresaban altos niveles de VLA4 era
mayor cuando las células estaban en contacto con los estromas control frente a los
tratados con etopdsido, alcanzando la significacion estadistica a los 5 dias. Cuando a
los estromas dafiados se afladian CSM sanas, aumentaba la expresion de VLA4
acercandose a los valores de las condiciones control (Tabla 12). En los cultivos
realizados en placas de transwell se observaron resultados similares, aunque en este

caso los resultados no fueron estadisticamente significativos.
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Tabla 12: Porcentaje de células con una alta expresion de VLA4 en los distintos grupos,

condiciones y tiempos analizados.

% VLA4™

Contacto directo  Transwell

) Control CD34" (1 5?431 1) (4.21?i§-8)
‘é Etoposido CD34" @. 49_'351_ 4) (5_29_.189.7)
Etoposido CD34" + CSM (3;_522.2) (3_37_.19 8.0)

) Control CD34" (23?93_462_0) (1 3.168_59_7)
§ Etoposido CD34" a 112_.2;_4) (13_155_'14 9.1)
Etoposido CD34" + CSM ( 6?_’421_5) (12_199_'221_9)

Datos expresados como mediana (rango).

* Menor porcentaje de células expresando VLA4 (p<0.05) comparado con los otros grupos.

Finalmente, en relacion con la expresion de CXCR4, a los 5 dias, se encontrd
mayor porcentaje de células positivas para CXCR4 en las células hematopoyéticas de
los cultivos control, especialmente cuando los estudios se realizaban en transwell. Su

expresion no vario cuando se afiadieron Tp-CSM (Tabla 13).

Tabla 13: Porcentaje de células hematopoyéticas que expresan CXCR4 en los distintos

grupos, condiciones y tiempos analizados.

% CXCR4"
Contacto directo Transwell
Control CD34" (0_42'2_ 1 (2.9%;4_7)
% Etoposido CD34" (0.25_'227_ 4) (2.2%;8.4)
Etoposido CD34" + CSM (0_65;'216_6) (1,75_'214_1)
Control CD34* (2_97_'15 3.4) (5,;? 1%_1)
:% Etoposido CD34" (2'35_'14 0.2) (565_37>x< 8)
Etoposido CD34" + CSM (1.7%'110.3) (5,27_.13 0.5)

Datos expresados como mediana (rango).

* Menor porcentaje de células expresando CXCR4 (p<0.05) comparado con los otros grupos.
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5.4. Modelo animal

5.4.1. Control de la distribucion de las células mesenquimales

mediante BLI

Gracias al uso de técnicas de bioluminiscencia se pudieron seguir las CSM
humanas administradas a los ratones durante un periodo de hasta 6 semanas
postrasplante. Se midi6 el flujo (fotones/segundo) por la presencia de sefial en
pulmon, cola y fémur derecho (Figura 30). Debido a la variabilidad que puede existir
con los datos de flujo absoluto y con el fin de cuantificar la variacién en funcion del

tiempo se estableci6 un ratio entre flujo del dia de medicion/flujo dia de inyeccion.

92



Resultados

Figura 30: Imagenes representativas de la emision de fotones tras infusion de CSM por via

intravenosa o intradsea a distintos tiempos.

Dia 1 Dia 7 Dia 28

CSM via IV

CSM via IO

Cuando las CSM se infundieron por via IV, llegaban hasta los pulmones
donde la senal iba descendiendo de forma progresiva hasta su desaparicion en el dia
+10 post-inyeccion (Figura 31). Debido a que las CSM se infundian a través de la
vena caudal, en algunos casos se mantenia su sefial en la cola incluso hasta el final

del estudio (Figura 32).

Cuando las CSM se inyectaron por via IO su localizacion principal era en el
fémur en el que se habian administrado. Alli su sefial aumentaba durante los 5
primeros dias para posteriormente comenzar a perderse progresivamente. Al cabo de

6 semanas se mantenia la sefial en 12 de los 18 ratones sometidos al estudio (Figura
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33). En algunos casos, durante los 5 primeros dias, se detecto sefial de fotones en los

pulmones de estos animales (Figura 31).

Figura 31: Evolucion con el tiempo del ratio de la emision de fotones en los pulmones por

las CSM infundidas por via intravenosa o intradsea.

—— |\/
- 4 =10

Ratio flujo

i i i i i i
2 5 7 12 14 21 28 35 42 49

Tiempo (dias)

Figura 32: Evolucion con el tiempo del ratio de la emision de fotones en la cola por las

CSM infundidas por via intravenosa o intradsea.
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Figura 33: Evolucion con el tiempo del ratio de la emision de fotones en el fémur derecho

por las CSM infundidas via intravenosa o intradsea.
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5.4.2. Quimerismo hematopoyético con CPH de SP

El injerto de las células hematopoyéticas humanas se estudié en ratones
NOD/SCID. Las células CD34+ adultas se obtuvieron de muestras de leucoaféresis y
en todos los casos estudiados se obtuvo un nivel detectable de injerto
hematopoyético humano en el raton. Con el fin de analizar el papel de las CSM, se
realizaron en paralelo ensayos inyectando en el fémur derecho CSM humanas o

suero fisioldgico y se compard el injerto hematopoyético humano en ambos fémures.

El injerto hematopoyético humano se analiz6 mediante CMF calculando el
porcentaje de células CD45" humanas. A las 3 semanas postrasplante dicho
porcentaje era estadisticamente mayor en la MO de los fémures en los que se habian
infundido CSM, independientemente de que las células CD34+ se infundiesen por
via IV o IO, como puede observarse en la Tabla 14. Incluso, en el grupo en el que las
cé¢lulas hematopoyéticas se infundieron via IV, el incremento del injerto humano se
observaba en ambos fémures. A las 6 semanas, se mantenia esta tendencia, pero
s6lamente se mantenia significacion estadistica en el grupo que recibi6 las células

hematopoyéticas y las CSM por via intraésea. A nivel de sangre periférica, se
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observd un aumento del injerto con el paso del tiempo pero no hubo diferencias
significativas entre los distintos grupos a estudio.

Tabla 14: Porcentaje de células hematopoyéticas humanas (hCD45) presentes en las

muestras de médula 6sea y sangre periférica a las 3 y 6 semanas postrasplante.

Porcentaje de células CD45" humanas

Fémur Fémur Sangre

infusion contralateral periférica

CD341V (o,gfm) (0,212,8) (2,46-’120,1)
‘é’ CD34IV+CSM (3,16(3’34;) (ljf;,o) (1,46-’14 1.7)
£ cpsio (2,66_’360’2) (1;’_65,0) a0,
CD3410+CSM (3’130_’39;0) G, 45_’350’ 1 (3,87_’17 1.2)
CD341V 0.135.6) 0.L362) 1043130
‘é CD34IV+CSM (2,66_’380,8) (1,6?’343,6) (19,11%’158,0)
£ cpsaio (2,55-%91,7) (2,()%’124,7) (1,;-51’2,7)
CD3410+CSM (1’%(3’62 4 (2956_’206,9) (5,411_11’2,8)

Datos expresados como mediana (rango).

* Mayor porcentaje de células CD45 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV.
T Menor porcentaje de células CD45 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV+CSM.

El analisis de la subpoblacion mieloide humana se consider6 el porcentaje de
células CD13" dentro de las células hCD45". A las 3 semanas postrasplante, la
poblacion mieloide humana representaba mas del 30% de las células
hematopoyéticas humanas en los fémures derechos de los grupos co-infundidos con
CSM, aunque los valores del grupo que habia sido trasplantado solo con CD34" por
via 10 era similar (24%). En los fémures contralaterales solamente el grupo

trasplantado por via IV que recibia CSM presentaba mayor proporcion que el resto.
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En este grupo, ademas, la proporcion en SP era estadisticamente superior al resto. A
las 6 semanas postrasplante disminuia el porcentaje mieloide en favor de las células

B y no se observaban diferencias entre grupos (Tabla 15).

Tabla 15: Porcentaje de células mieloides humanas (hCD13) en la fraccion hematopoyética

a las 3 y 6 semanas postrasplante.

% hCD13
Fémur Fémur Sangre
infusion contralateral periférica
CD34IV (1}5‘652,2) (035,5) (4,;-76’;,3)
.
’é CD341V+CSM (0?51_;30) (0%71;15,8) (182;1;,9)
&E‘ CD3410 (o%%s,n (01255,7) (6,78-’167,7)
CD3410+CSM (0?97’52,8) (0}55(’)4,‘0) (Léf‘g;m
CD34IV (0_71’71’3) (0.61’38,3) (0%3?6)
é CD34IV+CSM (0%31’13,6) (0_72’;3,7) (Oé_tél,g)
5 cosao (4,53%,7) (01—0132,98) (0}%?9)
CD3410+CSM (Oﬁf,g) (0.73’11,8) (0%35,7)

Datos expresados como mediana (rango).

* Mayor porcentaje de células CD13 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34I0.

Finalmente, entre la poblacion linfoide, no se detectaron linfocitos T (hCD3")
en ningin momento. Los linfocitos B (hCD19") aparecieron, en un porcentaje
valorable, en la semana 6. La proporcién de linfocitos B en el fémur derecho fue
siempre inferior en el grupo trasplantado con células CD34" por via IV que en el
resto. En el contralateral fue superior en el grupo que tenia CSM y habia recibido las
CD34" por via IV. En sangre periférica no habia diferencias significativas (Tabla

16).

97



Resultados

Tabla 16: Porcentaje de células B humanas (hCD19) presentes en la fraccion

hematopoyética humana a las 3 y 6 semanas postrasplante.

% hCD19
Fémur Fémur Sangre
infusion contralateral periférica
CD341v (0-57’2,2) (0-67’3,1) (0-37’;,9)
é CD341V+CSM (0?16,2) (o?éi) (01’2,3)
5 oo (0?337,9) (0-87’17,3) (0-23’58,4)
CD3410+CSM (0%7612,2) (0{26‘,17) (0—2552,6)

Datos expresados como mediana (rango).

5.4.3.Quimerismo hematopoyético con CPH de SCU

El quimerismo humano en los casos en los que se emplearon progenitores de
SCU se realizd6 del mismo modo que con los progenitores de leucoaféresis, pero
también se incluyd un grupo trasplantado con células CD34" y CSM por via
intravenosa. A las 3 semanas postrasplante, el porcentaje de células hematopoyéticas
humanas, analizadas por su positividad para CD45, en el fémur derecho fue
estadisticamente mayor en todos los grupos al compararlo con el trasplante clasico
por via intravenosa (grupo CD341V). En los fémures contralaterales el mayor grado
de quimerismo humano se detectd en el grupo que recibi6 los dos tipos celulares por
via endovenosa (CD34IV+CSMIV). A las 6 semanas se mantenia esta tendencia pero
solamente el grupo que recibi6 ambos progenitores por via intradsea
(CD3410+CSMIO) alcanzaba la significacion estadistica en el fémur de la infusion.

En sangre periférica no se detectaron diferencias significativas (Tabla 17).
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Tabla 17: Porcentaje de células hematopoyéticas humanas (hCD45) presentes en las

muestras de médula 0sea y sangre periférica a las 3 y 6 semanas postrasplante de SCU.

% hCD45
Fémur Fémur Sangre
infusion contralateral periférica

CD341vV (0,913100,3) (o,;‘-’f:m) (4,49-’192,9)

., ~CD34IVHCSMIO (2,2122,6) (2,67-,158,2) (5,é_11’3,9)

«

g CD34IV+CSMIV (1,152-3420) (1,;-94(5),7) (6,é-11’31,6)

7]

CD3410 (2,2133,6) (0,75-’?;,3) (4,18-’14 1,6)
CD3410+CSMIO (2,11(2119;0) (o,gfi;,3) (4,79-’210,2)
CD341v (O,é-17’?,6) (1,411-15’?2;,6) (13,117-’236,4)

o CD3HIVHCSMIO (1,é-76’2,6) (1,?1>-66%,6) (7,;-63;%),9)

«

g CD34IV+CSMIV (1,5-67%,1) (1;-97’1,4) (12,231-394,4)

" cosao (1,?5?3,0) (2,39-%45,4) (9,411-53’;,3)

CD3410+CSMIO (1,379-’85;7) (1,68-’512,1) (6,5-62%,5)

Datos expresados como mediana (rango).

* Mayor porcentaje de células CD45 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD341V.

" Menor porcentaje de células CD45 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV+CSMIV.

Dentro de la fraccion hematopoyética humana se analizé el porcentaje de

células hCD13". En el fémur derecho no se observaron diferencias significativas

entre los grupos mientras que en el contralateral, a las 3 semanas postrasplante, el

porcentaje de células humanas CD13" fue mayor en el grupo que recibia células

hematopoyéticas con CSM por via intravenosa, alcanzando la significacion

estadistica al analizarse en sangre periférica (Tabla 18).
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Tabla 18: Porcentaje de células mieloides humanas (hCD13) en la fraccion hematopoyética

humana de las muestras de médula osea y sangre periférica a las 3 y 6 semanas postrasplante

de SCU.

% hCD13
Fémur Fémur Sangre
infusion contralateral periférica
CD341V (135_94;2,9) (5}_53’2,7) (o?gj)
. CD34IV+CSMIO (0%1,6) (8,(1)_943’2) (3;_’;:),0)
]
g CD34IV+CSMIV (45_66’(1),6) (10,285_1‘36,6) (4,411?3;2,2)
N
CD3410 (1’?_243’9) (2,(1)_63’(3),0) (0,%8,6)
CD3410+CSMIO (5,2_15’3’4) (1’1]_2_;18) (1,86_’3;,5)
CD341V (0_72’3,8) (0}2631,7) (0-32’3,9)
L CD34IV+CSMIO (0_93’3,9) (012’5?7) (0_52’;2)
=
g CD341V+CSMIV (0_72’56,0) (0.71’81,8) (oj’g,O)
” CD3410 (0_952,8) (0.72’51,7) (O?éS,Z)
CD3410+CSMIO (0_62’5,8) (0.72’56,5) (0?2’?)?6)

Datos expresados como mediana (rango).

* Mayor porcentaje de células CD13 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV.

®Mayor porcentaje de células CD13 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34I0.

" Menor porcentaje de células CD13 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV+CSMIV.

En los casos de trasplante con células procedentes de SCU tampoco se
detectd poblacion de linfocitos T. Respecto a los linfocitos B, a las 3 semanas
postrasplante el porcentaje de células hCD19+ en el fémur de la infusion fue
significativamente mayor en el grupo 34I0+CSMIO comparado con el
procedimiento estandar de 34IV. En el fémur contralateral, los grupos trasplantados

por via intravenosa que habian recibido CSM independientemente de la via de

100



Resultados
infusion (IO e IV) presentaron un mayor porcentaje de células B que el resto de
grupos. A las 6 semanas postrasplante se igualaba el porcentaje de células hCD19"
entre los distintos grupos e incluso entre ambos fémures. En sangre periférica, a las 6
semanas postrasplante, el grupo 34IV+CSMIO presentaba un mayor porcentaje que

los grupos 341V, 3410 y 3410+CSMIO.

Tabla 19: Porcentaje de células B humanas (hCD19) presentes en la fraccion
hematopoyética humana de las muestras de médula 6sea y sangre periférica a las 3 y 6

semanas postrasplante de SCU.

% hCD19
Fémur Fémur Sangre
infusion contralateral periférica

CD341v (0-8,3) (0-1i35<j6) (0-91,4)

. CD34IV+CSMIO (0_21’2,3) (0?14;6) (0_01’3’9)

<

g CD34IV+CSMIV (0_62’2’1) (0,59_’137’0) (0%’73,1)

95

CD3410 (033,4) (020(11) (0-109,1)
CD3410+CSMIO (01_%’3;) (0?i31<j8) (0?35,9)
CD341v (oé-‘7135,1) (0%%‘,‘1) (o?és;,z)

_  CD34IV+CSMIO (Oﬁf’l) (0?2’15’6) (o}zil,s)

S oomviesy (R a0 oo

" cosao (0?539,1) (0?31?8) (o-lé%tz)

CD3410+CSMIO (o?gé%z) (04-‘35,8) (0,23-%:1,7)

Datos expresados como mediana (rango).

* Mayor porcentaje de células CD19 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD341V.

® Menor porcentaje de células CD19 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV+CSMIV
" Menor porcentaje de células CD19 humanas (p<0.05) comparado con el grupo de CD34IV+CSMIO.
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5.4.4. Analisis del quimerismo a nivel del estroma mediante

FISH

A las 6 semanas postrasplante, se obtuvieron las CMN de ambos fémures de
los ratones trasplantados y se expandieron CSM. Estas células en pase 2 se
analizaron tras ser hibridadas con sondas para cromosomas sexuales humanos para
diferenciar las CSM humanas de la contaminacion por células hematopoyéticas

humanas debido a que provenian de donantes de distinto sexo (Figura 29).

Hematopoyética

humana Célula murina

] CSM humana

Figura 29: Identificacion de CSM humanas, células hematopoyéticas humanas y células

murinas.

Debido al bajo numero de células detectadas los resultados se expresaron
como numero de CSM humanas/ preparacion (aproximadamente 2000-3000
nucleos). Se pudieron detectar CSM humanas en los fémures en los que habian sido
infundidos aunque no en los contralaterales ni en los que se habian infundido las

CSM via intravenosa (Tabla 20).
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Tabla 20: CSM humanas en pase 2 detectadas mediante FISH.

Fémur

. ‘s Fémur contralateral
infusion

22
CD341V+CSMIO (0-38) -

28
CD3410+CSMIO 043) :

Datos expresados como mediana (rango).
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Discusion

Actualmente el TPH supone, en algunos casos, la Ginica alternativa terapéutica

para algunos pacientes con enfermedades primarias o tumorales del sistema
hematopoyético. La base del trasplante radica en la sustitucion de la hematopoyesis
enferma por una hematopoyesis sana. El buen desarrollo de la hematopoyesis
requiere una estrecha cooperacion entre los progenitores hematopoyéticos y una gran
variedad de tipos celulares que componen el micromedioambiente medular. Este
estroma o micromedioambiente juega un papel fundamental en el anidamiento,
injerto, auto-renovacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas. En los
ultimos afnos se ha descrito que el dafio producido en el estroma durante el
acondicionamiento previo al TPH puede verse reflejado en la cinética del

anidamiento, injerto y mantenimiento de la poblaciéon hematopoyética

Las CSM son células progenitoras del estroma medular, por ello se considera
que la adicion de CSM sanas puede mejorar el injerto y la hematopoyesis tras un
TPH®*%. Basados en esta teoria se han desarrollado diversos estudios con el fin de
analizar si la co-infusién de CSM junto con los progenitores hematopoyéticos podria

mejorar el injerto hematopoyético tanto en modelos in vitro como in Vvivo.

En relacion a los estudios in vitro, existen muy pocos datos en la literatura
dirigidos a clarificar el papel de las CSM en este proceso. Como se ha descrito
previamente, el establecimiento de cultivos de estroma realizados ex Vivo esta
directamente relacionado con el dafio existente en el estroma, bien sea debido a la
enfermedad de base o al acondicionamiento previo al trasplante®. Ademas, este dafio
se traduce en una disminucidon en la capacidad para mantener hematopoyesis,
entendida como la disminucion en la capacidad para formar areas de cobblestone
(que representan las areas de hematopoyesis activa) y por el nimero de progenitores

generados por el cultivo (formacion de colonias CFU-GM)®.
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Uno de los objetivos principales de este estudio fue determinar si la adicion
de CSM sanas podria mejorar la hematopoyesis, puesto que una correcta
hematopoyesis es fundamental para la posterior evolucion de un TPH. Para realizar
el dafo en el estroma in vitro se empled un modelo previamente descrito de
tratamiento con etopdsido, que demuestra el dafio que dicho agente provoca en el
estroma cuando se utiliza a dosis equivalentes a las empleadas a nivel clinico™.
Utilizando este modelo hemos podido comprobar que el etopdsido provoca un dafio
en el estroma que va asociado a una disminucion de las variables utilizadas para
medir la funcién hematopoyética (formacion de areas de cobblestone, produccion de
progenitores y confluencia) del estroma in vitro. Esta observacion se corresponde
con los resultados obtenidos en estudios previos que demostraron como el estroma
establecido en cultivo a partir de MO de pacientes que habian sido sometidos a
trasplante presentaba menor capacidad de soportar hematopoyesis al compararlo con

64:66 . . ~
. Nuestro modelo difiere del anterior en que el dafno se produce

estromas sanos
por el efecto directo de la quimioterapia in vitro obteniendo un estroma alterado que
nos permite su comparacion con otro normal procedente del mismo sujeto, evitando
asi la variabilidad interpersonal. Partiendo de este modelo pudimos comprobar como
los parametros que analizaban el funcionalismo hematopoyético mostraban una
importante disminucion de la capacidad del estroma para soportar la hematopoyesis.

Posteriormente verificamos que dicha funcion se restauraba cuando sobre el estroma

danado se afiadian CSM sanas junto a la fraccion hematopoyética.

Pese a los numerosos estudios llevados a cabo durante los ultimos afios
analizando el papel de las CSM en la hematopoyesis, los mecanismos a través de los
cuales actian estas células no estdn totalmente establecidos. Actualmente existe
cierta controversia en torno a la capacidad para injertar en el estroma receptor tras un

trasplante o si por el contrario su accion se debe principalmente a mecanismos
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paracrinos, pues aunque la mayoria de los estudios en pacientes trasplantados
muestran que las células estromales siguen siendo del receptor datos de nuestro
grupo han confirmado que, en determinadas entidades, puede encontrarse cierto
grado de quimerismo mixto a nivel de las células mesenquimales'®. Algunos autores
han planteado la posibilidad de que la capacidad de las CSM para injertar radica en la
profundidad de dafio sufrido por el estroma'®. Con el fin de verificar esta hipétesis in
vitro, partiendo del modelo de dafo en el estroma descrito anteriormente, se
emplearon distintas concentraciones de etoposido para provocar dafo estromal y
comparar el injerto de las CSM sanas en cada grupo, comprobando que a mayor
dafio, mayor proporcion de CSM sanas se incorporaban al estroma, lo que apoya los
datos publicados previamente por nuestro grupo a los que acabamos de hacer
referencia, indicando que en hemopatias con dafo intenso del estroma es posible que
las CSM trasplantadas se incorporen al estroma del receptor. Estos hallazgos
sugieren que en el modelo in vitro la incorporacion de las CSM sanas a la capa
adherente puede deberse a los espacios fisicos vacios producidos por la disminucion
de la confluencia, que ademds de tener preservada su capacidad de crecimiento

adquieren una ventaja proliferativa sobre las células dafiadas.

Puesto que en muchos estudios previos se ha sugerido que las CSM no son
capaces de anidar en la MO del receptor pero pueden producir, sin embargo, un
efecto beneficioso sobre la hematopoyesis, se ha postulado la hipdtesis de que el
efecto se ejerce mediante un mecanismo paracrino que actuaria en las células
residentes. Con el fin de conocer si el contacto célula-célula era necesario en la
mejora del estroma o si simplemente los factores secretados por las CSM eran los
responsables de dicha mejora, se afiadi6 al estroma dafiado el sobrenadante
producido por el cultivo de CSM sanas. Nuestros resultados mostraron una ligera

mejoria en la confluencia de los estromas tras ser cultivados con sobrenadante de
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CSM sanas, sugiriendo que las CSM sanas pueden actuar mediante dos mecanismos,
paracrino y por contacto celular, aunque este ultimo parece ser mas eficaz en nuestro
modelo (Tabla 7). Sin embargo, no podemos descartar que el dafio producido por las
altas concentraciones de etopdsido sea tan profundo que las células residuales
residentes sean tan escasas o estén tan dafiadas que el sobrenadante no sea suficiente

para compensarlo.

Pero en el presente trabajo no hemos demostrado unicamente que las CSM
tienen alterada su capacidad de proliferacion sino que hemos visto que tras el
tratamiento con etoposido se ve alterada la expresion de algunas moléculas
relevantes en el mantenimiento del nicho como son SFD1 y OPN®". SDFI es una
molécula directamente implicada en la atraccion y anclaje de las CPH al estroma a
través de su ligando CXCR4%. De hecho, se considera que dicho eje, SDF1/CXCRA4,
es el mas importante en el proceso. Puesto que como comentabamos previamente en
nuestro modelo habiamos observado un mayor numero de células en el sobrenadante
(Tabla 5), lo que sugeria menor proporcion de células que se anclaban al estroma,
quisimos comprobar si este importante mecanismo de anclaje podria estar detras de

este déficit.

Analizando la expresion de SDF1a, se pudieron observar grandes diferencias
entre los estromas tratados y los normales. Los cluster de células poligonales,
positivas para el factor quimiotactico, que se observan en los controles podrian
interpretarse como nichos en los que se produciria el anidamiento de las células
hematopoyéticas a través de su receptor CXCR4. Por el contrario, en los estromas
tratados apenas aparecian células positivas para SDF1la y en ninglin caso se observo
la formacion de estas estructuras de agregados celulares, por lo que siguiendo el
mismo razonamiento anterior, la ausencia de estos nichos SDFla + justificaria la

menor o nula presencia de areas de cobblestone que se observaba en estos cultivos.
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Nuevos experimentos estan en marcha con el fin de confirmar esta hipoétesis. Cuando
se afiadi6 el sobrenadante de las CSM pudimos comprobar que, pese a que la
recuperacion no era total, se observaban una mayor proporcion de células positivas,
sugiriendo que células residentes dafiadas incrementaban la secrecion de la

quimiocina por el efecto paracrino de las CSM sanas.

La OPN es una molécula fundamental que estd implicada en el
mantenimiento del nicho de las células hematopoyéticas mas inmaduras: el nicho de
la célula stem. Esta fue la razon por la que estudiamos también la la expresion de la
OPN en el contexto de nuestro modelo de dafio en el estroma in vitro. Curiosamente,
al contrario de lo que ocurria con la expresion de SDF1, la expresion de OPN era
superior en las células de los estromas tratados con etoposido. Aunque el numero de
células positivas para OPN era escaso en todos los grupos estudiados, su nimero ¢
intensidad de expresion era superior en los estromas dafiados que en los controles.
Estos hallazgos podrian interpretarse como un mecanismo compensatorio del mismo,
con el fin de preservar la poblacion hematopoyética mas inmadura. Ademads, cuando
los estromas danados se cultivaban con sobrenadante de CSM sanas aumentaba la
expresion de OPN, ayudando de esta manera a mejorar este mecanismo de rescate
del estroma para mantener la poblacion de progenitores hematopoyéticos mas
inmaduros y fundamentales para el mantenimiento de la hematopoyesis a largo

plazo.

Puesto que la adicion de CSM sanas mejoraba la confluencia de la capa
adherente y algunas moléculas presentes en el estroma e implicadas en el
mantenimiento de la hematopoyesis, otro objetivo del presente estudio fue analizar
como este hecho podia afectar a la propia hematopoyesis. Para ello, analizamos la
proliferacion y diferenciacion de los progenitores, y si estos efectos se debian a

mecanismos paracrinos o al contacto célula-célula. Como ya habiamos comentado
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previamente, es bien conocido, y datos de nuestro grupo asi lo avalan, el dafo que se
produce en el estroma se traduce en un soporte alterado de la hematopoyesis™. Estos
datos se confirman en el modelo in vitro de nuestro trabajo. En relacion a la
proliferacion de las células hematopoyéticas, se observo la necesidad de un estroma
sano para mantenerla, puesto que esta estaba claramente disminuida en los estromas
danados mientras que al afiadir CSM de otro donante los valores de proliferacion
hematopoyética recuperaban su nivel normal. Este efecto era muy evidente cuando el
analisis se realizaba permitiendo el contacto directo célula-célula. Cuando el ensayo
in vitro analizaba el efecto de moléculas solubles que actuan mediante un efecto
paracrino (a través de una membrana porosa o transwell) la proliferacion de las
células hematopoyéticas aumentaba, aunque sin alcanzar los valores obtenidos por

contacto directo.

Analizamos también la capacidad del estroma para inducir la diferenciacion
de las células hematopoyéticas. Mediante la expresion de marcadores tempranos de
diferenciacion como son CD162 y CD164 se valoro el inicio de dicha diferenciacion
La eleccion de estos marcadores se debid a que en los tiempos de cultivo analizados
(2 y 5 dias) la diferenciacion final es muy escasa. Comprobamos que la capacidad de
diferenciacion de las células hematopoyéticas se produce de forma mads satisfactoria
en los estromas sanos y cuando las CPH estaban en contacto directo con el estroma.
En los estromas danados esta capacidad de diferenciacion disminuye aunque se
recuperaba casi completamente gracias al rescate del estroma con CSM sanas. Este
dato concuerda con el bajo nimero de CFU-GM producido por las células de los
estromas dafiados. Debido a la importancia del balance entre proliferacion y
diferenciacion para el mantenimiento de la hematopoyesis, nuestros datos indican la
necesidad de un estroma sano par el buen funcionamiento de la misma y por lo tanto,

para mantener una hematopoyesis adecuada pos-trasplante.
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El mantenimiento del nicho hematopoyético depende en gran medida de una
interaccion entre las células hematopoyéticas y el estroma mediante moléculas
reguladoras producidas por éste. En los ultimos afios se ha descrito que la interaccion
entre receptores de las células hematopoyéticas y sus ligandos en las células del
estroma y la matriz extracelular pueden variar las decisiones de las primeras en lo
que a proliferacion, diferenciacion o mantenimiento de la quiescencia se refiere.
Integrinas de la familia beta 1, principalmente el VLA4, y receptores de quimiocinas,
entre los que destaca el CXCR4, se han caracterizado y estudiado en los progenitores
hematopoyéticos y células mas inmaduras relacionandolos con su capacidad para
mantener hematopoyesis a largo plazo tanto en modelos in vitro como in vivo. Estas
moléculas tan importantes implicadas en la interaccion de las CPH y su estroma, se
estudiaron en este trabajo para conocer si podrian afectarse por el dano sufrido por el

estroma y por lo tanto contribuir a la hematopoyesis defectuosa.

La expresion de la integrina VLA4, posiblemente debido a su papel en el
anclaje a la matriz extracelular, era superior cuando las células hematopoyéticas se
encontraban en contacto directo con el estroma, mientras que en los estromas
tratados, en los que se habia visto que el establecimiento de areas de cobblestone era
inferior, la expresion de VLA4 se redujo de manera significativa, sugiriendo un
déficit de anclaje de las CPH al estroma. La adicion directa de CSM sanas permitia
incrementar nuevamente la expresion de VLA4 en las células hematopoyéticas.
Quisimos analizar si la induccion de la expresion de dicha molécula de adhesion
podria deberse a la secrecion de moléculas que actuasen por mecanismos paracrinos.
Por ello se disenaron estudios en transwell y comprobamos que era necesario el

contacto directo de las células del estroma para inducir su expresion.

Como hemos comentado previamente, el eje SDF1/CXCR4 es fundamental

en la regulacion de la hematopoyesis. Como complemento al andlisis de SDFI
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llevado a cabo sobre las CSM, analizamos su ligando CXCR4 en las células
hematopoyéticas. Al igual que se observaba una baja expresion de SDFla en los
estromas tratados, la expresion de CXCR4 en las CPH mantenidas en contacto con
estos estromas era menor que en las condiciones control. Sin embargo, al contrario
de lo que ocurria con VLA4, cuando analizamos a través de qué mecanismo podia
incrementar su expresion al intentar mejorar la funcion hematopoyética con Tp-
CSM, comprobamos que la expresion de CXCR4 era mayor en los estudios
realizados en transwell, es decir, por efecto a distancia de las CSM, lo que sugiere la
importancia del eje SDF1/CXCR4 como ruta de quimiotaxis. Y que es a través de
mecanismos paracrinos cuando su expresion se restaura en las células

hematopoyéticas.

La alteracion del eje SDF1/CXCR4 en estromas dafiados puede ser en parte
responsable del bajo injerto observado en los estromas dafiados por la radio-
quimioterapia utilizadas previamente al TPH. El aumento de SDF1 tras la
recuperacion del estroma con CSM sanas puede promover el aumento de CXCR4 y
por consiguiente la interaccion entre las células del estroma y las hematopoyéticas,
facilitando asi la migracion de los CPH hasta el estroma y favoreciéndose su anclaje

gracias al incremento producido en moléculas de adhesion como VLA4.

Si bien los estudios in vitro ofrecen una amplia aproximacion a diversos
aspectos de la biologia del trasplante, son los ensayos in vivo los que permiten
obtener una informacion mas aproximada de lo que sucede con el trasplante en
clinica. Gracias a los modelos animales, mas concretamente a los modelos murinos,
podemos analizar la sustitucion de la hematopoyesis de un raton receptor irradiado
con la de un raton donante™?° ¢ incluso con los modelos de ratones

inmunodeprimidos, la realizacion de trasplantes xenogénicos®’, permitiendo

establecer un modelo intermedio entre la investigacion y la clinica. Desde que en
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1983 Bosma y cols. describiesen la mutacién SCID® hasta la actualidad, muchos han
sido los modelos humanizados desarrollados, que convierten a este tipo de estudios
en un paso fundamental en la investigacion traslacional en diversas enfermedades’".
El modelo de injerto en ratones NOD/SCID con células CD34" humanas es el més
empleado en el contexto de trasplante hematopoyético y la base de los estudios in

Vvivo de este trabajo.

Puesto que uno de nuestros primeros objetivos era analizar el efecto de las
CSM sobre el injerto hematopoyético, quisimos saber qué sucedia cuando se
inyectaban por distintas vias (IV e 10), su biodistribuciéon y su tiempo de
permanencia en el cuerpo del animal que las recibia. Ademads, quisimos comprobar
su presencia en el estroma de la MO del raton mediante estudios de hibridacion in

situ.

Cuando las CSM se infundieron via IV, observamos mediante
bioluminiscencia, que la mayoria de las células infundidas quedaban retenidas en los
pulmones, donde su sefial se detectaba como mucho durante 10 dias. En el epigrafe
de resultados, hemos comentado, como veremos a continuacién, el aumento del
injerto hematopoyético en ambos fémures tras inyeccion IV, indicando que las
células podrian actuar por mecanismos paracrinos (tabla...). Otros autores han
descrito en diversas enfermedades y situaciones que posiblemente sea este
mecanismo el que actiie sobre los progenitores hematopoyéticos, sobre células del
estroma dafiadas mejorando su funcion o mediante ambos mecanismos’ %, Aunque
en nuestro modelo in vitro el efecto paracrino de las CSM no era suficiente para
reconstituir los estromas, podria deberse a que el modelo empleado es demasiado
agresivo y en cambio, en el modelo in vivo, donde el dafio por radiacion es mas leve,

claramente los mecanismos paracrinos pueden suplir el injerto de las CSM en el
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estroma. De hecho, los estudios realizados de forma preliminar en el contexto clinico

del trasplante hematopoyético, la infusion de ha realizado por via I'V.

En el caso de la infusiéon de CSM por via 10, su deteccion en el sitio de la
inyeccion era posible durante las 6 semanas de duracion del estudio, tal y como se
observaba en las imagenes de bioluminiscencia (Figura 30), demostrando que la falta
habitual de CSM en el contexto de trasplante se debe, no a la destruccion de las
células por parte del huésped sino a su “atrapamiento” en un medio no idéneo para su
supervivencia como son los pulmones. Sin embargo, su efecto sobre el injerto
hematopoyético se producia en ambos fémures, por lo que posiblemente, a este nivel
funcionen por ambos mecanismos: contacto celular y secrecion de factores con

efecto paracrino.

Tras finalizar las 6 semanas, se sacrificaron los ratones y se expandieron las
CSM de los fémures de los ratones en los que se habian inyectado CSM por via IV,
pero no se detectaron las CSM del donante mediante FISH, pese a que un era
evidente un efecto sobre el injerto. Este hecho podria deberse a 2 factores: que las
CSM de los ratones tuviesen en cultivo una ventaja proliferativa sobre las humanas
durante la expansion o porque el efecto se hubiera producido a través de factores

troficos que hubiesen mejorado la funcion de las CSM residentes.

Cuando el andlisis se llevé a cabo en los ratones que recibieron las CSM via
IO, solamente pudimos demostrar su presencia en los fémures donde se habian
inyectado y no en los contralaterales. Sin embargo, el nimero de CSM de origen
humano detectado con esta metodologia fue inferior al que cabria esperar, puesto que
al ser detectables mediante bioluminiscencia en un punto tan profundo como el
interior del fémur, su proporcion deberia ser mayor. Esto reafirma nuestra hipotesis

de que en el cultivo las CSM murinas adquieren una ventaja proliferativa o también
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puede ser que la sefial que detectamos en el fémur provenga de CSM que se han
diferenciado a hueso y por eso permanecen en el mismo pero no se obtienen a partir
de Ia MO. De hecho, en algunos ensayos clinicos en los que se han utilizado CSM

posteriormente se han detectado en el hueso.

Utilizando este modelo humanizado, se emplearon para el presente trabajo
dos vias de infusion, el modelo considerado estandar IV y el 10 que actualmente se
esta utilizando en ensayos clinicos en casos de baja celularidad como el trasplante
con SCU” o en enfermedades autoinmunes’®. Con cualquiera de las dos fuentes de
progenitores hematopoyéticos que se han estudiado (SP movilizada o SCU) se ha
demostrado que el injerto humano en la MO de los puntos de infusion (en el fémur
derecho en el caso del trasplante 10) era superior que cuando se realiza el trasplante
via IV, sin observarse diferencias en el quimerismo del fémur contralateral o de SP.
En la mayoria de los ensayos clinicos descritos hasta el momento, el trasplante IO no
ha demostrado claramente que acorta el tiempo de injerto hematopoyético, aunque la
tasa de fallo de injerto plaquetario es menor que el trasplante estandar, y la incidencia

de EICHa es menor ",

Con relacién a sus poblaciones analizadas, células mieloides o linfoides,
comprobamos que ambas poblaciones estaban presentes en mayor o menor
proporcion cuando la inyeccion se realizaba por via 10, lo que sugiere que los
mecanismos de migracién/anidamiento de los progenitores hematopoyéticos adultos
no son Optimos en este modelo xenogénico. A nivel de diferenciacion
hematopoyética, cuando se emplean progenitores de SP movilizada, se muestra una
mayor proporciéon de células humanas CD13" en los fémures de infusion IO que en el
resto, tanto a las 3 como a las 6 semanas, al igual que mayor porcentaje de CD19" a

3
las 6 semanas’".
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Ademas de la via de infusién de los progenitores para el trasplante, en este
trabajo analizamos el efecto de las CSM para mejorar el injerto. Diversos estudios
indican que las CSM infundidas via IV quedan retenidas en los pulmones y lo mismo
hemos demostrado en este trabajo. Puesto que su injerto aumenta cuando la infusién
se realiza de manera local, en el caso del trasplante de progenitores hematopoyéticos
lo mas eficiente seria administrar las células via intradsea ">*’°. Sin embargo, nuestros
resultados muestran dos hechos: por un lado que la inyecciéon de mesenquimales
mejora siempre la hematopoyesis independientemente de la via de administracion.
Estos datos corroboran su efecto paracrino, mejorando la hematopoyesis y
reafirmando lo datos anteriormente expuestos en nuestros estudios in vitro. Puesto
que en nuestro modelo de trasplante xenogénico el dafio en el estroma no debe ser
muy grave, la mejoria del injerto podria deberse al incremento mediante efecto
paracrino de la expresion de moléculas de adhesion/migracion que como hemos visto
previamente se induce en los CPH en presencia de CSM. Con relacion a las
subpoblaciones analizadas el injerto mieloide es mdas precoz. Sin embargo,
posteriormente predomina el injerto linfoide, sobre todo en presencia de CSM. Hay
que tener en cuenta que las CSM estdn también implicadas en el control de la
diferenciacion linfoide B, lo que también se aprecia en otros ensayos in vivo. En el
caso del modelo empleado en este trabajo se infundieron directamente en el fémur
derecho de los animales. Cuando se empleaban progenitores procedentes de SP
movilizada, las CSM mejoraban el injerto hematopoyético tanto en el trasplante 10
como en el IV. Ademas, en el caso del trasplante IV, este mayor injerto se observaba
tanto en el fémur en el que se habian infundido las CSM como en el contralateral. A
las 6 semanas pos-trasplante, los grupos que recibian CSM seguian manteniendo
estas diferencias, aunque las diferencias eran mas discretas. Ademas,

funcionalmente, estas células de origen humano eran capaces de diferenciarse. El
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injerto mieloide temprano era estadisticamente mayor en los grupos en los que se
habian infundido CSM, destacando que en el caso del trasplante hematopoyético IV
estas diferencias se observaban también en la MO del fémur contralateral y en SP. A
las 6 semanas postrasplante se reducia el porcentaje de células CD13", quiza a favor
de la diferenciacion linfoide, ya que es a estos tiempos cuando emerge la poblacion
CD19", siendo mayor su porcentaje en los grupos co-trasplantados con CSM. Con
estos datos podemos decir que las CSM favorecen no solo el injerto de los
progenitores hematopoyéticos mieloides sino también los linfoides y apoyan los
datos preliminares de ensayos clinicos, en los que las CSM mejoran o aceleran el
injerto®®”’. El grupo de Lazarus y cols., pioneros en los ensayos clinicos para mejorar
el injerto en TPH con CSM, describen como en su ensayo en fase I-1I el uso de CSM
autélogas en TPH aut6logos en pacientes con cancer de mama sometidas a altas dosis
de quimioterapia se observa una reduccion en el tiempo de injerto de neutrofilos (8
dias) y de recuento de plaquetas (8,5 dias)™*. Aunque este mismo grupo fue incapaz
de demostrar esta diferencia cuando realizoé en un estudio randomizado en pacientes
con enfermedades hematologicas empleando CSM alogénicas procedentes del mismo
donante del TPH™, probablemente debido a que el tiempo del injerto era corto y

dificil de mejorar.

Puesto que en el TPH alogénico llevado a cabo con CPSP el fallo de injerto o
el injerto pobre son excepcionales, realizamos un ensayo similar utilizando SCU, en
el cual estos problemas son mas frecuentes. Comprobamos que la co-infusién de
CSM aumentaba el injerto hematopoyético. Pero ademas, debido a la reciente
afirmacion por diversos grupos de que las CSM actian principalmente por
mecanismos paracrinos’' y puesto que segin algunos autores no es necesario el
injerto de un alto namero de CSM para ver su efecto’”, incluimos otro grupo

experimental en el que se realizaba el trasplante por via IV con infusiéon de CSM por
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la misma via. Asi, en todos los casos la infusion de CSM provocaba un aumento en
el injerto hematopoyético tanto a corto como a medio plazo, pero si a corto plazo las
CSM 1V en trasplante IV eran la mejor opcion, a medio plazo la infusién 10 de
ambos tipos celulares mostraba un mayor porcentaje de células humanas,
confirmando que la presencia de CSM humanas en el micromedioambiente
hematopoyético mejora la hematopoyesis humana en el modelo xenogénico a corto
plazo. Sin embargo, incluso la infusion IV de estas células podria mejorar el injerto
precoz probablemente a través de mecanismos paracrinos también cuando se utiliza
SCU. En cuanto al estudio de poblaciones hematopoyéticas, el injerto mieloide
temprano era ligeramente mayor en los grupos cotrasplantados con CSM. En el caso
del trasplante IV estas diferencias se hacian especialmente evidentes en los fémures
contralaterales. Quiza, en el grupo que no recibia CSM el dafio causado por la
infusion del suero fisioldgico en el fémur derecho podia favorecer una mayor
migracion de las células hematopoyéticas humanas en el momento del trasplante,
pero esta hipotesis necesita confirmacion. Este hecho es dificil de explicar porque no

existen experimentos en la literatura que lo avalen.

Con relacién al injerto de la poblacion linfoide, en los grupos que recibieron
SCU, aparecia mas precozmente que cuando se usaban progenitores de SP
movilizada y su proporcion se mantenia mas alta que la mieloide a lo largo de todo el

periodo de estudio.

El andlisis general de todos los grupos estudiados muestra que el TPH 10
mejora el injerto respecto al trasplante IV, pero si en el momento del trasplante se
infunden CSM, ademds de aumentar el injerto de cada grupo, desaparecen las
diferencias de injerto asociadas a la via de infusion. En cuanto a las CSM, cuando se
emplea la via IO su efecto es apreciable no solo en el fémur de la infusion sino

también en el contralateral, hecho que se hace mas notorio en el caso del trasplante
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hematopoyético por via IV, probablemente al mejorar la migracion de las CPH hacia

un micromedioambiente adecuado.
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Conclusiones

A la vista de lo anteriormente expuesto llegamos a las siguientes
conclusiones:

1. Con relacion a la capacidad de las CSM para mejorar la funcioén
hematopoyética:

l.a- La adicion de CSM sanas en modelos in vitro puede restaurar e
incorporarse al estroma receptor cuando el dafio es muy importante mejorando la
funcién hematopoyética.

1.b- La co-infusién de CSM junto con la fraccion hematopoyética puede

incrementar y acelerar el injerto hematopoyético.

2. Con relacion a los efectos producidos por la adicion de CSM sanas en
la funcion hematopoyética in vitro:

2.a- A nivel de estroma, la expresion de moléculas clave en el mantenimiento
del nicho como SDF1 y OPN se encuentran afectadas por el etopdsido. En presencia
de Tp-CSM se incrementa su expresion

2.b- A nivel de los progenitores hematopoyéticos, induce la recuperacion del
equilibrio entre proliferacion/diferenciacion previamente dafiado por la exposicion
del estroma al etoposido y el incremento en la expresion de CXCR-4 y VLA4 que

favorecen su anclaje al estroma

3. Con relacion a la via de infusion de CSM en el trasplante:

3.a- La inyeccion IO de CSM en el modelo animal permite su injerto y

permanencia en el sitio de inyeccion durante largos periodos de tiempo.

4. Con relacion a la via de infusion de los progenitores hematopoyéticos:
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4.a- La inyeccion IO de ambas poblaciones celulares, mesenquimales y
hematopoyéticas, favorece la hematopoyesis en el sito de inyeccion mientras que la

inyeccion intravenosa de ambas favorece la hematopoyesis en ambos fémures
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