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Resumen/Abstract



Distintos estudios han mostrado que las células estromales mesenquimales (MSCs)
facilitan el injerto hematopoyético en trasplantes xenogénicos y alogénicos, habiéndose
sugerido que tal efecto estd mediado por los efectos inmunosupresores de estas células. En este
trabajo se ha estudiado el efecto de las MSCs sobre el injerto de células madre hematopoyéticas
(CMHSs) en un contexto autélogo utilizando un modelo de ratén. Asi, se ha demostrado que la
co-infusion de MSCs derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) con un numero reducido de
progenitores hematopoyéticos con fenotipo linaje, Sca-1%, c-Kit* (LSK) mejora el injerto
hematopoyético tanto a corto como a largo plazo en receptores acondicionados con una dosis
submieloablativa de radiacidn. Este efecto fue dependiente de la dosis de MSCs y asociado a un
aumento del homing de las células LSK a la médula dsea de los receptores. Ademas, se ha
demostrado que el efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto hematopoyético era
dependiente de la co-infusidn simultanea de las Ad-MSCs con las células LSK. Este resultado y la
observacién de que las células LSK interaccionan rapidamente con las MSCs, sugieren que el
efecto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético requiere el contacto directo entre las células
LSK y las Ad-MSCs. Con el fin de aproximarnos a un modelo de relevancia clinica, se realizaron
experimentos en los que se trasplantaron células LSK de donantes sanos (WT) en ratones
receptores con anemia de Fanconi A (Fanca'/'). En estos experimentos, la infusién de dosis bajas
de células LSK WT (1.500) en ratones Fanca™ se asocié a un 30% de fallo de injerto. Sin embargo,
la co-infusién del mismo niimero de células LSK con 6x10° Ad-MSCs generd injertos significativos

en todos los receptores. Por otra parte, la infusién de 1.500 o 3.000 LSK Fanca” en receptores

Fanca'/', se asocid a un 80% de fallo de injerto, siendo necesario infundir al menos 5.000 células
LSK para reducir este fallo hasta el 30%. Posteriormente, se realizaron experimentos similares
infundiendo entre 1.500 y 10.000 células LSK Fanca” corregidas genéticamente con un vector

lentiviral terapéutico portador del gen FANCA, en receptores Fanca”

“acondicionados con 5 Gy.
En estos experimentos, hasta el 80% de los receptores tuvieron fallos de injerto con las dosis
mas bajas de células LSK y alrededor del 30% con las dosis mas elevadas. Llamativamente, la co-
infusion de MSCs junto con las células LSK Fanca” corregidas facilitd el injerto de todos los
receptores trasplantados. Estos resultados demuestran el potencial de las células Ad-MSCs para

mejorar el injerto en un modelo relevante de terapia génica con riesgo de fallo de injerto.

Resumen




Abstract

Different studies have proposed that mesenchymal stromal cells (MSCs) enhance the
hematopoietic engraftment in xenogeneic and allogeneic HSC transplants. This effect is probably
mediated by their immunosuppressive properties. In this work, the MSCs facilitating effect on
HSC engraftment in an autologous context has been addressed, using a mouse transplantation
model. We have demonstrated that the co-infusion of adipose tissue derived MSC (Ad-MSCs)
with low numbers of HSCs with lineage, Sca-1%, c-Kit" phenotype (LSK cells) significantly
improved both short- and long-term hematopoietic engraftment in recipients conditioned with
submyeloablative irradiation (5Gy). This improvement was Ad-MSCs dose-dependent and
associated to an increased homing of the LSK cells to the recipient’s bone marrow. Additionally,
it was found that the increased HSC engraftment mediated by Ad-MSCs was dependent on the
simultaneous co-infusion of LSK with Ad-MSCs. This result, and the observation that LSK cells
rapidly interacted with MSCs, strongly suggest that the reported engraftment effects of MSCs
require the direct contact of LSK and Ad-MSCs. With the aim of approaching to a clinically
relevant model, similar experiments were conducted transplanting healthy donors’ LSK cells
(WT-LSK) into Fanconi anemia A (Fanca”) recipient mice. In these experiments, the infusion of
low numbers of WT LSK cells (1,500) into Fanca” recipients resulted in 30% of graft failure.
However, when the same number of WT LSK cells was co-infused together with 6.10° Ad-MSCs,
all the transplanted animals showed significant hematopoietic engraftments. On the other hand,
the infusion of 1,500 or 3,000 Fanca” LSK cells in Fanca” recipients resulted in 80% of
engraftment failure, and it was necessary to infuse 5,000 or 10,000 to reduce the engraftment
failure to 30%. Later, similar experiments were performed transplanting 1,500 to 10,000 gene
corrected LSK cells transduced with a therapeutic lentiviral vector that codifies for FANCA, into 5

" recipients. In these experiments up to 80% of the recipients showed graft

Gy irradiated Fanca
failure when the lowest doses of LSK cells were infused, and around 30% of graft failure was
observed in the recipients transplanted with the highest doses of corrected LSK cells. Strikingly,
Ad-MSCs co-infusion together with corrected Fanca” LSK cells resulted in the engraftment of all
the recipients. Taken together, our results demonstrate the hematopoietic facilitating
engraftment potential of Ad-MSCs in a clinically relevant model of hematopoietic gene therapy

with a high risk of engraftment failure.
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. Abreviaturas



A

Ad-MSCs Células estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Adipose
derived mesenchymal stromal cells)

ADNCc AND complementario

AF Anemia de Fanconi

B

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-inodlil fosfato

BFU-E Unidad formadora de colonias eritroides (Burst Forming Unit-Erythroid)

C

Cdc42 Proteina de ciclo celular 42

CFSE Carboxifluoresceina succinimidil ester

CFU-F Unidad formadora de colonias de fibroblastos

CFU-GM Unidad formadora de colonias granulociticas y macrofagicas

CFU-Meg Unidad formadora de colonias megacariociticas

CFU-S Unidad formadora de colonias de esplenocitos

CMHs Células madre hematopoyéticas

CMHs-LT Células madre hematopoyética con capacidad de repoblacidn a largo plazo

CMHs-ST Células madre hematopoyéticas con capacidad de repoblacidn a corto
plazo

Ct Del inglés Cycle threshold values

CXCL12 Ligando 12 del motivo C-X-C

Abreviaturas




CXCR4 Receptor de la quimioquina C-X-C tipo 4

D

DEB Diepoxibutano

DID 2-[5-(3,3-dimetil-1-octadecil-1,3-dihidro-2H-indol-2-ilideno)penta-1,3-dien-
1-yl]-3,3-dimetil-1-octadecil-3H-indolium perclorato.

DMEM Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco

E

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

eGFP Proteina verde fluorescente (enhance green fluorescent protein)

EICH Enfermedad injerto contra huésped.

F

FANCA Gen humano de la Anemia de Fanconi-A

Fanca Gen de ratén de la Anemia de Fanconi-A

Fanca'/'Correg Células con ausencia del gen de ratén de la Anemia de Fanconi-A

corregidas genéticamente con el vector PGK-FANCA-wPRE*.

Abreviaturas

FITC Isocianato de fluoresceina

Flt-3 FMS- tirosina quinasa 3 (fms-like tyrosine kinase-3)

FMO Fallo de médula dsea

G

GMP Buenas practicas de fabricacidon (Good manufacturing practices)



Gy Gray

H

HLA Anticuerpo leucocitario humano

|

ICAM-1 Molécula de adhesién intercelular 1

IDO Indolamina 2,3-dioxigenasa

IFNy Interferény

IL-11 Interleuquina 11

IL-6 Interleuquina 6

IP Intraperitoneal

ISCT Sociedad Internacional de Terapia Celular (International Society of Cell
Therapy)

v Intravenoso

L

LFA-1 Antigeno 1 asociado a funcion linfocitaria

Lin’ Linaje negativo

LSK Linaje negativo Sca-1 positivo c-Kit positivo

LT Largo plazo (long term)

LTR Repeticidn terminal larga

M

MMC Mitomicina C

Abreviaturas




Abreviaturas

MO Médula ésea

MOI Multiplicidad de infeccién

MPP Progenitores multipotentes

MSCs Células estromales mesenquimales

N

NBT Nitroazul de tetrazolio

P

PBE PBS con seroalbimina bovina y EDTA

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

PE Ficoeritrina

PE-Cy5 Tandem ficoeritrina-cianina 5

PE-Cy7 Tandem ficoeritrina-cianina 7

PGK Fosfoglicerato quinasa

Q

gPCR Reaccién cadena de la polimerasa cuantitativa o a tiempo real
S

Sca-1 Antigeno 1 de célula madre (Stem cell antigen 1)
SCF Del inglés Stem cell factor

SP Sangre periférica

ST Corto plazo (short term)



TGF-B Factor de crecimiento transformante beta 1

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

U

uT Unidades de transduccion

Vv

VCAM-1 Molécula vascular de adhesién celular 1

VCN Numero de copias del vector (vector copy number)

VLA-4 Del inglés very late antigen 4

w

wWPRE* Secuencia de estabilizacion post-trascripcional del hepatovirus de marmota
mutada.

WT Wild type

GLOSARIO:

Al escribir este trabajo, he intentado en la medida de lo posible evitar la utilizaciéon de palabras

en inglés. Sin embargo, he decidido utilizar los términos homing, forward, reverse y wild type en

inglés por ser los de utilizacion mas extendida y de comprensién mas sencilla.

Abreviaturas




@ Introduccion




1.- Células estromales mesenquimales.

Las células estromales mesenquimales (MSCs) fueron descritas por primera vez por
Friedenstein y colaboradores (70) como una poblacion heterogénea de células madre
multipotentes, con distinta capacidad de proliferacion y diferenciacién. Son células adherentes,
de aspecto fibroblastoide, capaces de generar lo que estos autores denominaron unidades

formadoras de fibroblastos (CFU-F) (189).

Clasicamente, las MSCs han sido aisladas de la médula 6sea (MO), donde representan entre el
0,01-0,001% de la celularidad total. Ademads de la MO, las MSCs también han sido aisladas de
otros tejidos como el tejido adiposo (Ad-MSCs) (270), la placenta (163), la pulpa dental (87) y
tejidos fetales como el higado, el bazo y el cordén umbilical (101). Entre todos estos tejidos, es
de destacar el tejido adiposo como fuente de MSCs, al tratarse de un tejido abundante y de facil
acceso en las liposucciones, del que pueden obtenerse un alto nimero de estas células (Ad-
MSCs). A pesar de que las Ad-MSCs han sido menos estudiadas que las aisladas de médula 6sea,
se ha comprobado que ambas poblaciones comparten el mismo fenotipo y todas sus

propiedades funcionales (191, 262).

Las MSCs no tienen un marcador de superficie especifico que las defina. Con el fin de unificar la
terminologia de las MSCs, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) recomienda el uso
del término “Células Estromales Mesenquimales”, para referirse al acrénimo MSCs. Ademas,
basa su caracterizacién en el crecimiento en adherencia, capacidad de diferenciacién hacia
tejido dseo, cartilaginoso y adiposo, la expresidon de los marcadores CD73, CD90, CD105 y la no

expresion de los marcadores CD34, CD45, CD11b, CD14, CD19 y HLA-DR (53).

1.1.- Propiedades de las MSCs.

Las MSCs tienen propiedades inmunoldgicas Unicas. No son inmunogénicas, pues no
generan una respuesta inmune por parte de linfocitos T alogénicos, lo que permite la utilizacién
de MSC en contextos alogénicos y xenogénicos (59, 174). Ademas, las MSCs tienen importantes
propiedades inmunosupresoras a través de la secrecidon de factores solubles, entre los que se
encuentra la prostaglandina E2, TGF-B o la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), pero también a
través del contacto célula-célula. De esta manera, las MSCs modulan la funcién de las principales
poblaciones del sistema inmune, como las células dendriticas, linfocitos T, linfocitos B y células

NK (126, 158, 239, 263).
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Por otro lado, las MSCs son capaces de diferenciarse in vitro hacia distintos tejidos de origen
mesodérmico, como el tejido dseo, tejido adiposo, tejido cartilaginoso, tejido muscular y tenddn
(67, 189, 266), asi como a células de origen no mesodérmico, como hepatocitos, miocitos o

células del sistema nervioso (98, 194, 258).

Estas células también poseen importantes propiedades para el mantenimiento del
microambiente hematopoyético. Asi, las MSC participan de forma dindmica en el desarrollo del
microambiente medular, secretando componentes implicados en la organizaciéon de la matriz
extracelular, como el coldgeno o la fibronectina y gran cantidad de citoquinas y factores de
crecimiento, como IL-6, IL-11, FLT-3 o SCF, importantes para el mantenimiento y Ia

diferenciacion de las células madre hematopoyéticas (38, 189).

1.2.- Aplicacion de las MSCs en estudios pre-clinicos y clinicos.

Las numerosas propiedades que presentan las MSCs las han convertido en una
herramienta interesante para el tratamiento de varias patologias. Su capacidad de
diferenciacién hacia tejidos de origen mesodérmico y no mesodérmico las convierten en una
alternativa para aplicaciones terapéuticas en el campo de la medicina regenerativa (94, 99, 180,
253), incluyendo enfermedades cardiacas (166), osteoarticulares (253), neuronales (135) vy

pulmonares (221), entre otras.

En distintos estudios se ha observado que las MSCs administradas de forma sistémica tienen
capacidad de migrar hacia sitios de dafio en respuesta a distintas quimioquinas. Estas se unen a
sus respectivos receptores expresados en la membrana de las MSCs (218, 269), participando en
la recuperacién del tejido dafiado (135). De forma similar a las células del sistema inmune, las
MSCs pueden extravasarse desde el torrente sanguineo como consecuencia de la expresion de
moléculas de adhesién en su superficie, como la P-selectina y la molécula vascular de adhesidn

celular VCAM-1(204) y asi poder alcanzar el tejido diana en el que ejercer su funcién.

Las aplicaciones mas frecuentemente utilizadas por parte de las MSCs derivan de sus
propiedades inmunosupresoras. Asi, numerosos estudios han utilizado MSCs para el tratamiento
de la complicacion mas frecuente y severa de los trasplantes alogénicos de progenitores
hematopoyéticos, la enfermedad del Injerto contra el Huésped (EICH) (14, 127). Ademas,
también se ha demostrado que las MSCs son capaces de prevenir la EICH en modelos
experimentales de trasplante alogénico en ratén (137, 224, 262). Asimismo, las propiedades

inmunosupresoras de las MSCs también han sido aplicadas para el tratamiento de numerosas



enfermedades autoinmunes, como la esclerosis multiple (39, 105), la enfermedad de Crohn (75,

131) o la artritis reumatoide (226, 255).

Una de las limitaciones del uso clinico de las MSCs deriva del pequefio nimero de células que se
aislan de los tejidos, siendo necesaria su expansion ex vivo para obtener el nimero de células
gue sean eficaces en su uso terapéutico. Los distintos estudios realizados sobre la bioseguridad
de las MISCs han mostrado que estas células son seguras para uso clinico. En la actualidad, segun
el portal www.clinicaltrias.gov, hay registrados mds de 4.000 protocolos clinicos en los que se
estdn utilizando MSCs para el tratamiento de un amplio nimero de enfermedades. En ninguno
de los protocolos clinicos realizados hasta ahora, que suman miles de pacientes, se ha detectado
ningun caso de tumorigénesis derivadas del uso de MSC, ni ningun efecto adverso derivado de la
infusion de estas células (20, 86, 114, 125, 128). Tras algunas investigaciones iniciales, las
mismas observaciones se han constatado en los estudios preclinicos realizados en modelos

animales (184, 262).

1.3.-MSCs e injerto hematopoyético.

En los ultimos afios distintos estudios experimentales han analizado el papel de las MSCs
en la mejora del injerto hematopoyético. Algunos de estos estudios se han realizado en modelos
de trasplante xenogénico de células CD34" y MSCs humanas en ratones inmunodeficientes
NOD/SCID. Estos ratones fueron acondicionados de forma submieloablativa y trasplantados con
progenitores hematopoyéticos humanos CD34%, con o sin la adicién de MSC, éstas de
procedencia tanto alogénica como singénica, administradas por via intravenosa o intrafemoral
(6, 32, 113, 178, 184). Estos estudios demostraron que las MSC son capaces de mejorar de
forma significativa el injerto de las células madre hematopoyéticas (CMHs), siendo este efecto
dosis dependiente (6, 113, 184). No se apreciaron diferencias entre el uso de MSCs autdlogas o
alogénicas respecto a las CMHs (6). Ademads, en el estudio de Carrancio y colaboradores (32) se
observé que la co-infusidon de ambos tipos celulares por via intravenosa o por via intrafemoral
mejoraba significativamente el injerto hematopoyético, no habiendo diferencias entre la co-
infusidn de las CMHs y las MSCs juntas por via intravenosa o juntas por via intrafemoral. Sin
embargo, en la mayor parte de estos trabajos, se observé que el efecto mas evidente de las MSC

sobre el injerto se producia cuando el nimero de CMHs infundidas era reducido (6, 178, 184).

Por otro lado, Li y colaboradores (137) realizaron un estudio en el que ratones BALB-C fueron

trasplantados con células mononucleadas de cordén umbilical alogénicas de ratén C57/BL, con o

Introduccion

[N
w


http://www.clinicaltrias.gov/

Introduccidn

14

sin la adicion de MSCs de MO de los mismos ratones. En este estudio, observaron que la co-
infusiéon de MSCs junto con CMHs alogénicas, una vez mas, mejoraba de forma significativa el

injerto hematopoyético.

También se ha comprobado el papel beneficioso de las MSCs en el trasplante hematopoyético
en un estudio realizado en primates por Masuda y colaboradores (152). En él, se estudio el
efecto de las MSC en el injerto de CMHs autdlogas cuando ambas poblaciones eran inyectadas
por via intrafemoral, detectandose mejoras en el injerto comparado con CMH inyectadas sin

MSCs.

Acerca del efecto de las MSC sobre el injerto de CMHs en humanos se han publicado varios
estudios de ensayos clinicos, todos en el contexto de trasplantes alogénicos. Las MSCs fueron
utilizadas porque en estos trasplantes se preveia un riesgo de fallo de injerto, como
consecuencia de causas variadas, como una identidad incompleta en el grado de
histocompatibilidad entre el donante y el receptor (HLA no idénticos o haploidénticos) o de la
patologia de base del paciente, como la anemia apldsica. Asi, se investigd la eficacia de MSCs
alogénicas en 14 pacientes pediatricos sometidos a trasplantes haploidénticos para el
tratamiento de distintas patologias hematoldgicas malignas y no malignas, como
inmunodeficiencias (13). En este estudio, llevado a cabo por Ball y colaboradores, se observé
que la infusién de MSCs evitaba el fallo de injerto y aceleraba la recuperacion linfocitaria,
comparado con un grupo histdrico control de caracteristicas similares. Otro estudio fue llevado a
cabo por Le Blanc y colaboradores (130), en el que siete pacientes adultos, con patologias
hematolédgicas o inmunodeficiencias, fueron co-trasplantados con MSCs y CMHs de sangre
periférica de donantes familiares y no familiares, con grados variables de identidad HLA. La co-
infusidn de ambos tipos celulares se llevd a cabo con el objeto de prevenir el fallo de injerto, que
es mas frecuente en este tipo de trasplantes. En particular, este grupo incluia a tres pacientes
re-trasplantados por haber tenido un rechazo de injerto previo. En este estudio, la co-infusién
de las MSCs evito el fallo de injerto en los tres pacientes re-trasplantados y produjo un injerto
estable en los cuatro pacientes restantes, independientemente del grado de compatibilidad y de

la relacion familiar entre donantes y receptores.

En determinadas patologias, como la anemia aplasica severa, es mds frecuente el fallo de
injerto, a pesar de que los donantes sean HLA-idénticos y familiares (217). Asi, en dos pacientes
pediatricos con anemia aplasica severa, que habian sufrido fallos de injerto en trasplantes
previos, se observéd que la co-infusion de MSC junto con las CMHs producia un injerto

hematopoyético completo, a pesar de que las CMHs infundidas provenian de los mismos



donantes que previamente no habian injertado (64). Este efecto se vio remarcado por otro
estudio llevado a cabo por Wu y colaboradores (259) en 21 pacientes con anemia aplasica
severa, en los que el co-trasplante de CMHs haploidénticas y MSCs produjo un injerto estable en

todos los pacientes.

Finalmente, hay casos publicados en los que las MSCs fueron infundidas en etapas muy
posteriores a trasplante de CMHs alogénicas. Asi, dos pacientes que presentaban aplasia roja
tras trasplantes de donantes con grupo sanguineo ABO incompatibles, recibieron infusiones de
solo MSCs alrededor de seis meses después del trasplante, obteniéndose una rapida y estable

recuperacion de la eritropoyesis (65).

Los resultados obtenidos, tanto en los ensayos clinicos como en los experimentales realizados
en distintos modelos animales, parecen indicar que la infusién de MSCs podria ser beneficioso

en aquellos trasplantes alogénicos en los que existen factores de riesgo de fallo de injerto.

En los estudios descritos anteriormente realizados en trasplantes alogénicos, es muy posible
gue los efectos inmunosupresores de las MSC tuviesen un papel importante en la prevencién del
fallo del injerto, bien al suprimir una respuesta frente a antigenos alogénicos, o bien al modular

mecanismos inmunes implicados en la etiologia de la enfermedad.

Sin embargo, los estudios realizados en trasplantes autélogos son escasos y poco concluyentes.
Asi, se estudio el efecto de MSC autdlogas en trasplantes autélogos de CMH para el tratamiento
de pacientes con cancer de mama. Los autores concluyeron que la co-infusion de MSCs estaba
asociada a una rapida recuperaciéon de las plaquetas, aunque estos resultados no eran

concluyentes ante la ausencia un grupo control sin MSCs(116, 125).

2.- El sistema hematopoyético.

2.1.- Organizacion del sistema hematopoyético.

El sistema hematopoyético es un sistema altamente jerarquizado, con estructura
piramidal, en el que a partir de una pequefia proporcién de células madre hematopoyéticas, se
generan todas las células maduras que forman parte de la sangre. Las células progenitoras
hematopoyéticas se agrupan en dos lineas de diferenciacién: una que incluye a los progenitores
eritroides, mieloides y megacariociticos y otra linea linfoide, compuesta por los progenitores de

células T, células B, células NK y células dendriticas.
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Las CMHs son las células mas primitivas o indiferenciadas que mantienen al sistema
hematopoyético. Se caracterizan por ser células multipotentes, con una baja tasa de
proliferacién y una alta capacidad de auto-renovacion. Estas células se mantienen durante toda

la vida del individuo, manteniendo su hematopoyesis(169).
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Figura 1: Organizacidn jerarquica del sistema hematopoyético en ratén. Modificado de Doulatov

et al(55).

En el siguiente escaléon se encuentran los progenitores hematopoyéticos comprometidos. A
pesar de que estas células son morfolégicamente iguales a las CMHs, los progenitores
hematopoyéticos tienen una tasa de proliferacién mayor que las CMHs y una limitada capacidad

de auto-renovacion. La potencialidad de estas células es mas limitada, siendo su progenie

homogénea (161).

Los progenitores hematopoyéticos comprometidos estimulados con factores solubles

especificos tienen la capacidad de formar in vitro colonias de células con una morfologia

caracteristica:



- Progenitores eritroides primitivos, definidos como unidades formadoras de colonias
eritroides o BFU-E (del inglés Burst Forming Unit-Erythroid) (84).

- Precursores granulo-macrofagicos, definidos como unidades formadoras de colonias
granulociticas y macrofagicas o CFU-GM (del inglés Colony Forming Unit-Granulocytic and
Macrophagic) (24, 190).

- Precursores megacariociticos, definidos como unidades formadoras de colonias
megacariociticas o CFU-Meg (del inglés Colony Forming Unit-Megakaryocytic) (154, 162,
172).

Finalmente se encuentra el escaldn mas amplio, el cual incluye a las células hematopoyéticas
maduras de todos los linajes. Estas células poseen una morfologia caracteristica y una baja o
nula capacidad de proliferacién y auto-renovacion. Cada tipo celular posee distintas funciones

propias de linaje, como la defensa inmune, el transporte de oxigeno o la coagulacién.

Todo este proceso esta altamente regulado y es dependiente de factores exdgenos liberados de
forma endocrina o paracrina (factores de crecimiento hematopoyético o citoquinas) asi como de
factores intrinsecos de las propias CMHs (factores de transcripcidn y modificaciones
epigenéticas). Las interacciones célula-célula con distintos componentes del nicho
hematopoyético, asi como sustancias neuroendocrinas liberadas por las terminaciones nerviosas

que inervan la MO, también influyen en la regulacidn del sistema hematopoyético (16, 23).

2.2.- Las Células Madre Hematopoyéticas de raton.

Las CMHs representan menos del 1% de la celularidad total de la MO (169, 257). En
ratdn fueron inicialmente identificadas en base a su capacidad para formar colonias en el bazo
de ratones irradiados letalmente (CFU-S). Sin embargo, los ensayos mas aceptados para definir a
estas células como CMHs son los ensayos de reconstitucion hematopoyética de receptores a
largo plazo. En estos ensayos, se comprueba la capacidad de las CMHs para reconstituir todos
los linajes hematopoyéticos tras un trasplante hematopoyético en receptores letalmente
irradiados (95, 257). El método mas extendido para detectar las CMH injertadas es el empleo de
ratones con variaciones en el marcador panleucocitario Ly-5 (CD45), con sus dos variantes
alélicas: Ly-5.1 y Ly-5.2 (CD45.1 y CD45.2, respectivamente), que pueden ser facilmente

reconocidas por anticuerpos monoclonales especificos (124, 150, 243).

En ratdn, la caracterizacién fenotipica de las CMHs ha mostrado que estas células carecen de los

marcadores de linaje (eritroide, monociticos, granulociticos o linfoides), siendo por tanto
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denominados Linaje” (Lin’). Las células Lin" que expresan altos niveles de los marcadores Ly6A
(Stem-cell antigen 1, Sca-1) y c-Kit, son denominadas células LSK (Lin" Sca-1" c-Kit") y son
consideradas como las verdaderas CMHs, que representan entre el 0,5% y el 1% de la

celularidad total de la MO (169).

A su vez, las LSK pueden ser subdivididas en 3 subpoblaciones de grado creciente de maduracidn

y diferenciacién (112, 195, 264):

- CMHs-long-term (LT): tienen capacidad de repoblacién a largo plazo y presentan el fenotipo
Lin,, Scal’, c-Kit", FIk2", CD34".

- CMHs-short-term (ST): tienen capacidad de repoblacién a corto plazo y presentan el
fenotipo Lin’, Scal®, c-Kit", FIk2", CD34".

- Progenitores multipotentes (MPP): presentan el fenotipo Lin’, Scal’, c-Kit*, FIk2*, CD34".

Las CMHs de mayor capacidad de injerto tras un trasplante son aquellas que se encuentran en
un estado quiescente y metabdlicamente inactivas (219, 240). Se ha observado que las CMHs en
fase S/G,/M del ciclo celular tienen una capacidad de injerto inferior comparada con aquellas
gue se encuentran en la fase Go/G; del ciclo (68). Se ha demostrado que este injerto defectuoso

podria deberse a una reduccién en los receptores de adhesién (17).

2.3.- Nicho hematopoyético.

Un nicho de células madre puede ser definido como la estructura en la que residen las
células madre y en la que son mantenidas sus principales propiedades, como la
multipotencialidad, auto-renovacién y quiescencia (40, 209). Uno de los nichos mas estudiados
es el nicho hematopoyético, localizado en la médula dsea. Este microambiente medular fue
definido por primera vez por Schofield (209), quien propuso que existia un nicho de células
especializadas en la MO, que estdn fisicamente asociadas con las CMHs y que emiten sefiales

especificas que intervienen en el mantenimiento y regulacién de su funcién.

El origen de los componentes de este nicho son tanto de origen hematopoyético (osteoclastos,
macréfagos y neutrdfilos) como no hematopoyético (células mesenquimales, osteoblastos,
células endoteliales y células gliales) (209). Todos ellos estdn regulados por estimulos
fisiolégicos, como la ennervacién simpatica, ritmos circadianos o sefiales hormonales (27).
Distintos estudios han demostrado que las células derivadas del linaje dseo (células

mesenguimales, condrocitos, osteoblastos y osteocitos) son un componente esencial del nicho



hematopoyético al producir numerosos factores implicados en la regulacidon de las CMHs (26,

228, 249).

En la MO se han descrito dos nichos hematopoyéticos: el endosteal y el perivascular. El nicho
endosteal contiene la mayoria de las CMHs inactivas, sirviendo como nicho de almacenamiento
de células quiescentes con capacidad de auto-renovacion (267), que daran lugar a las MPP por

divisiones asimétricas (97).

Por otro lado, el nicho perivascular contiene células endoteliales que expresan citoquinas como
CXCL12 (SDF1) y moléculas de adhesién como la E-selectina o VCAM-1, importantes para la
movilizacién, homing e injerto de las CMHs (10, 192). Ademas de las células endoteliales, en la
region perivascular del nicho se ha descrito la presencia de MSCs y de una poblacién de células
estromales heterogénea, caracterizada por tener una alta expresién de CXCL12, cerca de las

cuales las CMHs trasplantadas anidan preferencialmente (52, 83, 160).

A pesar de que el nicho endosteal y el nicho perivascular parecen tener distintas funciones, hay
estudios que sugieren que ambos nichos cooperan para regular la auto-renovacién y quiescencia

de las CMHs, asi como el mantenimiento de la homeostasis (257).
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Figura 2: Modelo de nicho hematopoyético. Modificado de Kunisaki et al (120).

2.4.- Trafico celular en el nicho hematopoyético.

Aunque la mayoria de las CMHs en el ratdn adulto estan localizadas en la MO, estas
células presentan una gran movilidad. En respuesta a sefiales especificas, las CMHs pueden salir

y retornar al nicho hematopoyético en procesos conocidos como movilizacién y homing
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respectivamente. Estos procesos comprenden una compleja combinacién de migracion,

adhesidn, protedlisis y sefializacidn entre las CMHs y el nicho hematopoyético (30, 122, 183).

El homing es el proceso por el cual las CMHs trasplantadas son atraidas hacia la MO,
interaccionando con los vasos de la MO y migrando al espacio extravascular, a través de una
migracion trans-endotelial (153, 220). En este proceso participan numerosas moléculas de
adhesion y de quimitotaxis. Se ha demostrado que existe una interaccion (rolling) inicial con el
endotelio de la MO a través de las glicoproteina CD44 y la P-selectina, asi como una interaccién
entre la integrina VLA4 y su receptor VCAM1 (11, 208, 247). Ademas, la interaccidn entre el
receptor CXCR4 expresado por las CMHs vy la quimioquina CXCL12 de la MO es critica en el
homing (1, 11, 225).

Tras el homing, se produce el anidamiento e injerto de las células trasplantadas. Este proceso
incluye la migracién de las CMHs a los nichos especificos de las MO donde se anclardn y
residiran (60). Una vez que las CMHs se han alojado en la MO, son requeridas para generar las
células maduras de la sangre y repoblar a los receptores, produciéndose asi el injerto,

detectable en la sangre periférica (96).

Un factor crucial implicado en la migracién, retencién y movilizacion de las CMHs durante la
homeostasis o tras un dafio, es la via CXCL12/CXCR4 (123, 176). Los efectos bioldgicos de
CXCL12 estdn mediados por su capacidad para inducir motilidad, quimiotaxis y adhesion en la

CMHs.

3.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos.

El trasplante de progenitores hematopoyéticos o de CMHs es el tratamiento de eleccidn
para numerosas patologias onco-hematoldgicas y para otras patologias no malignas. Consiste en
la infusion de progenitores hematopoyéticos para reconstituir o reemplazar el sistema
hematopoyético enddgeno (230, 231). Este procedimiento habitualmente incluye un
tratamiento de acondicionamiento con dosis variables de quimio y/o radioterapia, seguido de la
infusion de CMHs. Lo mas frecuente es que las CMHs sean infundidas por via intravenosa 24h

tras la finalizacion del acondicionamiento (62).



3.1.- Tipos de trasplante.

Dependiendo del donante se pueden distinguir diferentes tipos de trasplante

hematopoyético: autdlogo, singénico, alogénico y xenogénico (5, 188).

3.1.1.- Trasplantes autélogos.

Es el que se realiza con CMHs del propio paciente, obtenidas en un momento oportuno
de la enfermedad. Las células se conservan, habitualmente criopreservadas y posteriormente

son re-infundidas al propio paciente tras la administracién de un acondicionamiento (62).

3.1.2.- Trasplantes singénicos.

Es aquel en el que donante y receptor son gemelos homocigotos, entre los que no

existen por lo tanto diferencias genéticas ni inmunoldgicas, al ser HLA-idénticos.

En ratén, no hay diferencia entre los trasplantes autdlogos y singénicos, ambos con
donantes/receptores de la misma cepa, H2 idénticos. Una variante de estos trasplantes es el
trasplante congénico, en el que sdélo existe una variacién genética del antigeno panleucocitario
CD45, con sus variantes CD45.1 (Ly 5.1) y CD45.2 (Ly 5.2) (261). Los injertos de piel de donantes
CD45.1 no son rechazados por receptores CD45.2, por lo que el modelo CD45.1/CD45.2 en uno
de los mas utilizados para detectar injertos de CMHs entre donantes/receptores de la misma

cepa (227, 241).

3.1.3.- Trasplantes alogénicos.

Es aquel que se realiza entre individuos de una misma especie. Sus principales
complicaciones son la enfermedad injerto con huésped (EICH) y las infecciones, ambas con un

porcentaje elevado de morbi-mortalidad para los receptores (62).

Los donantes alogénicos pueden ser familiares o no familiares. Lo ideal es que el donante sea
familiar y HLA compatible, con el mayor grado de identidad en los antigenos HLA. En este tipo de
trasplantes las células infundidas son sanas y el riesgo de recaida es menor, pero esta restringido
a la disponibilidad de un donante (62). En Espafia menos del 25% de los pacientes cuenta con un

donante familiar HLA-compatible o HLA-idéntico.
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En ratdn, este tipo de trasplantes se realiza entre donante/receptor de distinta cepa; es decir,

con disparidad en los antigenos del complejo de histocompatibilidad H2 de los ratones.

3.1.4.- Trasplantes xenogénicos.

Consiste en el trasplante de células, tejido u érganos de una especie a otra, es decir que
donante y receptor pertenecen a distintas especies (234). En los estudios de trasplante de
CMHs, el modelo mas frecuentemente utilizado se basa en la infusion de estas células en
ratones inmunodeficientes que poseen un microambiente permisivo para el injerto de CMHs de

otra especie, permitiendo analizar asi su proliferacién y capacidad pluripotente (90).

3.2.- Acondicionamiento.

Como se ha mencionado anteriormente, antes de recibir un trasplante de CMHs, los
pacientes oncohematoldgicos suelen recibir un acondicionamiento con quimio/radioterapia.
Este acondicionamiento sirve para erradicar la enfermedad de base en los pacientes, pero
también para preparar el nicho hematopoyético para la recepcién y anidamiento de las células
trasplantadas (230, 232). En los trasplantes alogénicos, ademads, el acondicionamiento tiene el
objetivo de disminuir la capacidad de respuesta inmune del receptor, evitando asi rechazo del

injerto de las CMHs infundidas (62).
En funcidn de su intensidad, existen tres tipos de acondicionamiento:

- Mieloablativo: la dosis de radiacion y/o quimioterapia produce una pancitopenia
irreversible, que no permite la recuperacion enddgena de la hematopoyesis, por lo que es
letal para el paciente en el caso de no recibir un rescate con CMHs (12).

- Intensidad reducida: la dosis de radiacidn o de quimioterapia es mas reducida que la letal.
Causa citopenia y produce una aplasia muy prolongada seguida de una lenta recuperacion
hematopoyética endégena, que suele requerir de un trasplante de CMHs para la
supervivencia del paciente (12).

- No mieloablativo: consiste en dosis muy reducidas de quimio y/o radioterapia, que causa
citopenia pero no requiere de un trasplante de CMHs pues siempre se produce una

reconstitucion endégena no muy demorada (12).
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Figura 3: Clasificacion de los regimenes de acondicionamiento segun su intensidad.

3.3.- Fuentes de obtencidon de las células madre hematopoyéticas.

La identificacion de la MO como fuente de CMHs hizo posible el trasplante
hematopoyético (18, 143), pero los progenitores hematopoyéticos pueden ser obtenidos
también de la sangre periférica movilizada o de la sangre de corddn umbilical. En la actualidad,
los trasplantes de células de sangre periférica movilizada representan mas del 95% de los

trasplantes autélogos en adultos y mas del 70% de los trasplantes alogénicos (58).

4.- La Anemia de Fanconi.

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad monogénica, autosdomica (a excepcién de
FANCB localizado en el cromosoma X), de herencia recesiva, que fue descrita por primera vez
por el pediatra suizo Guido Fanconi en 1927 (63). Esta catalogada dentro de las enfermedades
raras al afectar a 1-5 por cada 100.000 nacimientos con una frecuencia de portadores de 1/300

(28).

4.1.- La ruta de Fanconi.

La AF esta causada por mutaciones en uno de los genes de AF que codifican proteinas
gue cooperan en una ruta de reparacion del ADN, esencial para la reparacién de
entrecruzamientos del ADN (50). En la actualidad hay identificados 19 genes implicados en AF
correspondientes a 19 grupos de complementacidon (FANCA (142), FANCB (156), FANCC (223),
FANCD1 (229), FANCD2 (233), FANCE (47), FANCF (48), FANCG (49), FANCI (54), FANCJ (133),
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FANCL (155), FANCM (157), FANCN (193), FANCO (244), FANCP (222), FANCQ (22), FANCR o
RAD51 (254) FANCS (207) y FANCT (248)). Los genes suelen designarse como “FANC” seguido de

la letra correspondiente al grupo de complementacion.

A pesar de que la funcién de los genes implicados en AF no se conoce totalmente, se ha descrito
gue actlan de forma conjunta en la ruta de reparacion del ADN que se activa durante la
replicacion de las células o en respuesta a modificaciones quimicas en la doble hélice de ADN,
principalmente entrecruzamientos del ADN (134). Los fallos en la funcién de los genes

implicados en esta ruta aumentan la inestabilidad génica (44, 168, 242).
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Figura 4: Esquema simplificado de la ruta de Fanconi/BRCA.

Se han identificado tres complejos de proteinas implicados en la ruta de AF. Tras el dafo al ADN
o tras la replicacion, el complejo | o core formado por nueve proteinas FANC reconoce la lesién
en el ADN (107, 248) e induce a la activacidon via monoubiquitinizacion del complejo ID formado
por 2 proteinas FANC (74, 216). El complejo ID activado se une a la cromatina y recluta al
complejo Il formado por 8 proteinas FANC (115, 118, 140, 144, 207, 215). Finalmente, la ruta

vuelve a su estado inactivo al retirar los grupos ubiquitina del complejo ID (177).



4.2.- Manifestacion fenotipica de las células de AF y diagnostico.

Las células de los pacientes con AF tienen una elevada inestabilidad cromosdmica, lo
gue se emplea como prueba diagndstica mediante la exposicién de células primarias a agentes
entrecruzantes del ADN, como diepoxibutano (DEB) o mitomicina-C (MMC). Las células de los
pacientes tratadas con DEB o MMC presentan una parada en las fases G,/M del ciclo celular, asi
como una reducida viabilidad, ademas de roturas y anomalias cromosémicas. (9, 35, 119, 210,

211).

Otras caracteristicas de las células de pacientes con AF son la hipersensibilidad a
concentraciones ambientales de oxigeno, lo que las lleva a tener un crecimiento ex vivo
deficiente y una baja capacidad clonogénica (103, 206). También muestran una reduccion en el
tamafio de los telémeros, lo que correlaciona con la deteccidon de un aumento de 10 veces en

fusiones terminales de cromosomas, comparado con el de células normales (29, 132).

Asimismo, los cultivos de células de los pacientes con AF presentan una alta sensibilidad a las
citoquinas pro-apoptéticas TNFa e IFNy, lo que produciria un incremento en la apoptosis de las
CMHs, llevando a un agotamiento progresivo de estas células en la MO. Ademas, la
sobreexpresion de ciertos metabolitos enddgenos, como los acetaldehidos, podrian inducir
alteraciones quimicas en el ADN, que contribuirian al fallo medular (56, 72, 100, 203).
Finalmente, se han descrito defectos en la adhesidon y anidamiento celular asociados a una

desregulacion de la actividad de Cdc42 (268).

4.3.- Manifestacion clinica de Anemia de Fanconi.

A pesar de la heterogeneidad genética en los pacientes con AF, todos ellos comparten
un fenotipo comun, presentando malformaciones congénitas, fallo de MO y predisposicion al
cancer. Las malformaciones congénitas se pueden manifestar en forma de baja estatura, cabeza
y ojos pequenos, polidactilia, anomalias en el dedo pulgar y en el brazo, hipo o
hiperpigmentacion (manchas café con leche), ademas de anomalias estructurales en el corazon,

rifidn y otros organos (45, 235).

La AF pertenece a un grupo de sindromes de fallo de médula ésea (FMO), los cuales se
caracterizan por la incapacidad de la MO para producir un nimero adecuado de células
sanguineas circulantes y generan una alta mortalidad en los pacientes que la padecen. Este
fendmeno se manifiesta en el 80% de los casos siendo el principal signo de la enfermedad y la

causa primaria de mortalidad, situdndose la supervivencia de los pacientes en alrededor de los
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30 afios (3, 8). En el 75% de los casos, el FMO se manifiesta durante la primera década de la
vida. Entre los 5 y 10 afios de edad se manifiesta una pancitopenia y neutropenia, que se asocia
con un incremento en el riesgo de infecciones. Finalmente, estas disfunciones hematoldgicas
pueden desembocar en un fallo severo de MO, que tiene una tasa de incidencia del 5% por afo

a partir de los 10 afios de edad (4, 121, 201).
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Figura 5: Esquema representativo del descenso progresivo de CMHs que lleva al desarrollo de un

fallo de MO. Modificado de Garaycoechea y Patel (72).

Por ultimo, los pacientes con AF presentan una alta predisposicién al cancer. Asi, a los 40 afios
de edad el 33% de los pacientes presentan leucemia mieloide aguda o sindrome mielodisplasico.
Ademas de los desdrdenes hematoldgicos descritos, estos pacientes tienen un riesgo mas
elevado de desarrollar tumores sdélidos, como el carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello,

piel, eséfago y el cancer vulvar en las mujeres (4, 37, 201).

4.4.- Terapias utilizadas en el tratamiento de la Anemia de Fanconi.

A pesar de que la AF es una enfermedad sistémica, la mayor parte de las terapias de
estos pacientes estan centradas en el tratamiento del fallo de médula, que es la principal causa
de muerte. Junto a ello, es importante la prevencidn y tratamiento de tumores a lo largo de la

vida del paciente con AF.

4.4.1.- Terapias actuales.

Los tratamientos para disminuir el fallo de médula son principalmente paliativos,
teniendo como objetivo estimular la produccién de células del sistema hematopoyético. Estos
tratamientos suelen consistir en la administracion de andrégenos, que estimulan la eritropoyesis

y las transfusiones de sangre, que mejoran el estado general del paciente.



El trasplante alogénico de CMHs es el Unico tratamiento curativo para los pacientes con AF,
influyendo la relacidn donante-receptor en el éxito del trasplante. Cuando el donante es un
familiar HLA compatible/idéntico al receptor, la supervivencia de los pacientes es superior al
75% (76, 149, 186). Sin embargo, cuando las CMHs provienen de un donante no-familiar, la
supervivencia se reduce de forma significativa (76, 89, 251). En los pacientes con AF, todas las
complicaciones asociadas a los trasplantes alogénicos son mas severas que en otras patologias,
aumentadas por un mayor indice de fallo de injertos, ademds de una mayor incidencia de

enfermedad injerto contra huésped (EICH) y de infecciones oportunistas (148, 251).

Un problema afiadido en el tratamiento de los pacientes de AF es la mayor toxicidad relacionada
con el acondicionamiento, pues son extremadamente sensibles a la quimioterapia y la
radioterapia de los mismos. Asi, el acondicionamiento podria acelerar el desarrollo de

neoplasias secundarias, en particular carcinomas escamosos de cabeza y cuello (57, 202).

4.4.2.-Nuevas terapias para el tratamiento de la Anemia de Fanconi.

El reducido nimero de donantes histocompatibles sanos para realizar trasplantes
alogénicos, ha llevado a alternativas tales como el trasplante alogénico de CMHs de hermanos
seleccionados genéticamente, la utilizacion de nuevas terapias farmacoldgicas, como el uso de

anti-TNFa (85, 246) y la terapia génica.

4.4.2.1.- Terapia génica en Anemia de Fanconi.

En algunos pacientes se han detectado mutaciones espontaneas que han revertido la
mutacion original en algin progenitor de la MO, denominandoles pacientes mosaico (33). En
ellos existe una ventaja proliferativa de los progenitores revertidos, que impulsa a la selecciény
amplificacion del clon generado (88). Este hecho sustenta la idea de que la correccién del
defecto génico en un pequefio nimero de CMHs podria extenderse a toda la hematopoyesis
generada por las CMHs corregidas mediante técnicas de terapia génica. Por lo tanto, el
trasplante autélogo de CMHs corregidas, podria suponer una alternativa terapéutica eficaz para

pacientes con AF (91, 108, 138).

La terapia génica se define como una modalidad terapéutica mediante la cual se inserta, se
elimina o se sustituye un determinado gen en células, para corregir un defecto genético o para
dotar las células de una nueva funcion. Las terapias ex vivo nos permiten manipular las células in

vitro para su correccion génica y administrarselas posteriormente al paciente (106, 164).
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En la década de los 90 se llevaron a cabo los primeros ensayos clinicos de terapia génica, uno en
pacientes de AF con mutaciones en FANCC (139) y otro en pacientes de AF con mutaciones en
FANCA (108). En estos ensayos, a pesar de que inicialmente se detectaron células corregidas en

la sangre periférica de los pacientes, no se produjo un injerto de forma estable (108, 138, 139).

Actualmente segun el portal www.clinicaltrias.gov, hay registrados mas de 70 ensayos clinicos
en anemia de Fanconi, de los cuales dos son de terapia génica con vectores retrovirales y

trasplantes autdlogos de las células corregidas.

Uno de esos ensayos clinicos es el coordinado por la division de Terapias Innovadoras en el
Sistema Hematopoyético del CIEMAT, el ensayo clinico FANCOLEN, para el tratamiento de
pacientes con AF del grupo de complementacién A. En este ensayo clinico, los pacientes seran
trasplantados con células autdlogas transducidas con un vector lentiviral portador del gen

FANCA.

4.4.2.2- Vectores lentivirales para la terapia génica de la Anemia de Fanconi.

Los vectores utilizados para la transferencia génica pueden ser vectores virales
(integrativos y no integrativos) o no virales (no integrativos), siendo los vectores virales
integrativos los mas eficaces y los mas utilizados para la transduccién de CMHs, ya que permiten

la transmisién de los transgenes a la progenie de las CMHs transducidas.

Los vectores lentivirales, que conforman un género importante dentro de la familia Retroviridae,
son los vectores mas comunmente utilizados actualmente en terapia génica de CMHs (2, 25,
173, 196). El vector mas utilizado de este género es el derivado del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV), que infecta tanto a células en divisidn como en estado quiescente (250). Son mas
seguros, pues tienen menos riesgo de producir oncogénesis insercional al no tener preferencia

por integrarse en el sitio de inicio de la transcripcién (167, 205).

En el afio 2010 nuestro grupo presentd a la Agencia Europea del Medicamento el vector
lentiviral PGK-FANCA-wPREM'T disefiado para la correccidn genética de células de pacientes con
AF del grupo de complementacion A (79). Tras su aprobacidon como Medicamento Huérfano por
la Comision Europea (EU/3/10/822) (61), este vector fue propuesto como herramienta para la

terapia génica en pacientes con mutaciones en el gen FANCA (236).

El vector PGK-FANCA-wPREM'T contiene en 5’ y 3’ las secuencias LTR (Long Terminal Repeat) del

virus VIH-1 mutadas, que dejan de ser funcionales tras la integraciéon. A continuacién se


http://www.clinicaltrias.gov/

encuentra una sefial de empaquetamiento o W (Psi) y la secuencia promotora del gen humano
PGK (Phosphoglycerate Kinase), promotor interno fisioldgico que dirige la expresidon ubicua y
moderada del gen que se coloque en 5. Tas el promotor, se halla el ADNc que codifica la
proteina humana de la AF del grupo de complementacion A (gen FANCA) y la secuencia mutada
wPREMYT (Woodchuck Hepatitis Virus post-trascriptional regulatory element) del virus de la

hepatitis de la marmota, para aumentar la estabilidad de los ARNm, aumentando la cantidad de

proteina generada por el transcrito (79).

FANCA wWPRE* A18U3 > R us

Figura 6: Esquema del vector PGK-FANCA-wPRE".

4.5.- Modelo de raton para la anemia de Fanconi.

Los modelos de ratdn representan una herramienta imprescindible para estudiar tanto
los mecanismos implicados en el desarrollo de las patologias, como para desarrollar nuevas
terapias. En la AF se han desarrollado diversos modelos animales deficientes en alguno de los
genes implicados en la ruta de AF, lo que ha permitido avanzar en el campo de la investigacién
basica y preclinica de la enfermedad. El gen FANCA es el gen mutado en alrededor del 80% de
los pacientes con AF espaiioles (33), por lo que el modelo de ratén deficiente en este gen es una

buena herramienta para estudiar la enfermedad y testar tratamientos para estos pacientes.

En este trabajo hemos utilizado un modelo de ratén Fanca” desarrollado por Cheng vy
colaboradores (42) en el afio 2000. En él, los exones del 4 al 7 del gen Fanca fueron
reemplazados por un marcador LacZ-Neo. Este modelo de ratén presenta un fenotipo atenuado
en comparacion con lo observado en los pacientes. Los estudios realizados en nuestro
laboratorio sobre el fenotipo hematolégico de estos ratones han demostrado que los
progenitores de MO presentan una alta sensibilidad a MMC, asi como al estrés producido por el
cultivo ex vivo (42, 200). Sin embargo, a diferencia de los pacientes, las alteraciones observadas
no suponen el desarrollo de una anemia aplasica ni presentan alteraciones éseas al nacimiento.
Los estudios han mostrado que el fenotipo de estos ratones puede ser rescatado por la
expresion de ADNc del gen humano FANCA, por lo que este modelo de ratén supone una

herramienta importante para ensayar futuros protocolos de terapia génica (200).
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Diferentes estudios pre-clinicos han demostrado que la co-infusién de células
estromales mesenquimales (MSCs) con células madre hematopoyéticas (CMHs) mejoran el
injerto hematopoyético en ratones inmunodeficientes. Por otra parte, en estudios clinicos en
pacientes sometidos a trasplante hematopoyético alogénico con riesgo de fallo de injerto, se ha
observado que el co-trasplante de CMHs con MSCs también disminuye dicho fallo de injerto. A
pesar de estos resultados, se desconoce si el efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto
observado en los trasplantes alogénicos se limita a las propiedades inmunosupresoras de las
MSCs o si existen otros mecanismos implicados. Para verificar esta posibilidad, en este trabajo
se ha investigado si el efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto de CMHs se reproduce en
modelos de trasplante autélogo en donde se dispone de un nimero reducido de CMHs o con

riesgo de fallo de injerto.

Con esta finalidad, en esta Tesis Doctoral se han propuesto los siguientes objetivos:

@® 1.- Analizar el impacto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético en un modelo de
trasplante autdlogo realizado en condiciones limitantes para el injerto. Para ello se han
realizado trasplantes de un nimero reducido de CMHs en receptores acondicionados con

dosis submieloablativas de radiacion.

® 2.- dentificar los mecanismos implicados en la posible mejora del injerto hematopoyético

mediado por la co-infusién de las MSCs junto con las CMHs.

@ 3.- Estudiar el efecto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético en un modelo de terapia

génica de relevancia clinica en ratones con anemia de Fanconi del subtipo A.

Objetivos

w
w



fe' Materiales y Métodos




1.- Experimentacion animal.

Todos los procedimientos animales fueron llevados a cabo siguiendo la legislacion
nacional y europea (RD 53/2013 del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente
para la proteccion y el uso de animales de experimentacidn cientifica, la Ley 6/2013 para el
cuidado de los animales en su explotacién, transporte, experimentacion y sacrificio y la Directiva

Europea 2010/63/UE para la proteccion de animales de laboratorio).

La cria y mantenimiento de los animales se llevd a cabo en el Servicio del Animalario del CIEMAT
(nimero de registro ES280790000183). Los ratones se mantuvieron en condiciones controladas
de aire filtrado a través de filtros Hepa, humedad relativa de 55 + 15% y temperatura de 20
29C, con ciclos de luz/oscuridad de 12h, alimentacion ad libitum con pienso UAR A04 (UAR,
Villemoisson-sur-Orge, Francia) y de bebida agua irradiada con luz ultravioleta con, al menos, 4
partes por millén de cloro residual libre. El estado de salud de los animales se controld
rutinariamente mediante analisis en animales centinelas, de acuerdo con los procedimientos
recomendados por la SECAL (Sociedad Espafiola para las Ciencias del Animal de Laboratorio), asi
como las de su equivalente europeo FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science

Associations) y de acuerdo a los principios éticos y de bioseguridad de nuestro centro.

Asimismo, todos los procedimientos de irradiacidn siguieron los criterios y normas de Proteccion
Radioldgica que recoge la legislacion vigente (Reglamento sobre Instalaciones Nucleares y
Radiactivas Real Decreto 1836/1999 de 3 de Diciembre; Reglamento sobre Proteccién Sanitaria

contra Radiaciones lonizantes Real Decreto 783/2001 de 6 de Julio).

1.1.- Cepas empleadas.

Las parejas reproductoras originales de cada cepa fueron obtenidas de los laboratorios
Jackson (Bar Harbor, MA, EEUU). En el primer bloque de experimentos se utilizaron ratones
(Mus musculus) B6D2F1 y ratones B6D2F1-Ptprc (P3D2F1). En el segundo bloque de

AE4-E7.Ins.LacZNeo

experimentos se utilizaron ratones FVB/NJ y ratones FVB-Fanca (referidos como

Fanca™), todos ellos de 10-12 semanas (Tabla 1).
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Donante/ Obtencion

Receptor Ad-MSC
B6D2F1 Q b/d CD45.2/CDA45.2 - Receptor +
P3D2F1 Q b/d CD45.1/CD45.2 - Donante -
Q Receptor
FVB a/q CD45.1/CD45.1 - +
3 Donante
Q Receptor
FVB- Fanca™ a/q CD45.1/CD45.1 + -
3 Donante

Tabla 1: Caracteristicas de las cepas de ratén utilizadas en los experimentos.

AEA-E7Ins.LaczNeo) £6 desarrollado por

El modelo de ratén utilizado como modelo de AF (FVB-Fanca
Cheng y colaboradores (42). Los fundadores de la colonia presente en el Servicio de Animalario
del CIEMAT fueron obtenidos del Dr. Fre Arwert, del Departamento de Genética Clinica y

Genética Humana de la Free University, Amsterdam (Holanda).

2.- Células estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Ad-

MSCs).

2.1.- Obtencidn y cultivo de las Ad-MSCs.

Se sacrificaron ratones hembra B6D2F1 y FVB por inhalacion de CO, y se extrajo el tejido
adiposo del epipldn. Las muestras se disgregaron con ayuda de un bisturi y se digirieron con 1mg
colagenasa A (Roche Diagnostics, Alemania) por cada 0,5 g de tejido en 1mL DMEM (Dulbelcco’s
Modified Eagle Medium, Gibco BRL, EEUU) durante 4h a 372C y 5% CO,. Al cabo de 4h, las
células se filtraron por un filtro de nylon de 0,40 um (BD Bioscience, EEUU), se centrifugaron 10
minutos a 1400 r.p.m. a temperatura ambiente y se resuspendieron en medio MesenCult
(StemCell Technologies, Canada) suplementado con Mesenchymal Mouse Supplements
(StemCell Technologies), 0,5% antibidtico (penicilina/estreptomicina, Gibco BRL) y 1% L-
Glutamina 200mM (Gibco BRL). Las células se sembraron a una concentracion de 1,6x10°

cel/cm? en frascos de cultivo para su adhesidn a 379C, 5% CO, y 95% de humedad relativa. Al

cabo de 24h se lavaron y se resuspendieron en medio MesenCult suplementado.




Al alcanzar una confluencia del 75-80%, las Ad-MSCs se despegaron con Tripsina/EDTA 0,05%
(Sigma-Aldrich, EEUU) durante 5 minutos a 379C y 5% de CO,. Se afiadié medio Mesencult
completo y se centrifugd 10 minutos a 1400 r.p.m. a temperatura ambiente. Las Ad-MSCs se
sembraron a una concentracién de 4x10® cel/cm?. El medio de cultivo suplementado se cambid

2 veces por semana.

2.2.- Caracterizacion y diferenciacion de las Ad-MSCs.

2.2.1.- Andlisis del inmunofenotipo.

Las Ad-MSCs se despegaron con Tripsina-EDTA 0,05%, se centrifugaron 10 minutos a
1400 r.p.m. y se resuspendieron en PBA (PBS 1x con 0,1% albumina de suero bovina (BSA,
Fraction V; Sigma) y con 0,02% NaNs). Se incubaron alicuotas de 10° células con los anticuerpos
monoclonales CD29, CD34, CD44, CD45.1, CD45.2, CD73, CD80, CD90.1, CD90.2, CD105, CD106,
CD144, CD166 y Sca-1 (BD Pharmingen), durante 20 minutos a 42C. Las células marcadas se
lavaron dos veces con PBA y se resuspendieron en 10 pug/ml DAPI/PBA (Boehringer, Alemania)
para excluir las células no viables. Para el andlisis del inmunofenotipo se utilizé un citémetro de
flujo Fortessa (BD Bioscience, EEUU) y los datos resultantes se analizaron mediante el software

Flowjo (Flowjo LLC, EEUU).

2.2.2.- Capacidad de diferenciacion.

Se sembraron 6x10* Ad-MSCs en placas de 35mm (Nunc, EEUU) y se afiadié medio de
diferenciacion compuesto por a-MEM (Gibco) suplementado con 10% de suero Hyclone
(Thermo Scientific, EEUU), 200 mM L-Glutamina, 0,5% antibidtico, suplementado con 1uM
dexametasona, 5 pg/ml insulina y 4,5 g/L glucosa (todos de Sigma-Aldrich). Cada 3 dias se
cambid el medio de diferenciacién y a los 21 dias de cultivo, se valord la presencia de gotas

lipidicas tefiidas con Oil Red O (Sigma-Aldrich).

Para determinar la capacidad de diferenciacion de las Ad-MSCs a tejido dseo, se sembraron
6x10* células en placas de 35mm vy se afiadié medio de diferenciacién compuesto por a-MEM
suplementado con 10nM dexametasona, 10 mM B-glicerolfosfato y 50 mg/ml ascorbato-2-
fosfato (todos de Sigma-Aldrich). Se cambid el medio cada 3 dias y el dia 14 del cultivo se valoré

la presencia de fosfatasa alcalina mediante la tincidn con Fast BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).
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3.- Purificacion de células madre hematopoyéticas con fenotipo LSK.

Se sacrificaron ratones donantes (hembras P3D2F1, machos FVB-WT o machos Fanca'/')
en una cdmara de CO,. Se extrajeron los fémures y las tibias y se obtuvo la médula désea
perfundiendo los huesos con 1 ml de medio DMEM sin suero, utilizando jeringas de 1 ml con
agujas de 0,5 x 16 mm. La suspension celular se incubo con solucion de lisis (CINH, + COsHK 1M +
EDTA 0,5M) (Merck, EEUU) durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente, las células se lavaron con PBE (PBS 1x + 0,5 % BSA + 5 mM de EDTA) y se
contaron en camara de Neubauer con azul tripan (Sigma-Aldrich). Para obtener una poblacién
pura de células con fenotipo linaje negativo, Sca-1 positivo, c-Kit positivo (LSK) se procedié a su
separacion celular por citometria de flujo. Para ello se marcaron las células con anticuerpos
contra los marcadores de linaje Ly-6G (Gr-1), CD45R (B220), CD-3, CD11b y Ter-119 conjugados
con isocianato de fluoresceina (FITC), con el anticuerpo Sca-1 conjugado con ficoeritrina (PE) y el
anticuerpo c-Kit conjugado con el tdndem ficoeritrina-cianina 7 (PE-Cy7) (todos ellos de BD
Bioscience Pharmigen, EEUU), durante 20 minutos. Tras el lavado de las células con PBE, se
resuspendieron en PBE y se procedio a la separacion de la poblacion LSK, mediante el equipo de

citometria de flujo BD Influx (BD Bioscience) (Figura 7).

Seleccion poblacion Seleccion de células Seleccion de células
en MO vivas linaje -
A6 . °FSE, SSC..

~ Vivas
83,8%

Seleccion de células
Sca-1*/c-Kit*

Lin-
1 672% ca-1*/c-Kit*

5,05%

c-Kit

FSC FSC Linaje Sca-1

Figura 7: Ejemplo representativo de la estrategia seguida para la separacion celular.

4.- Transduccion de células LSK de ratones Fanca-/-.

La transduccién de células LSK se llevd a cabo empleando el sobrenadante del vector
lentiviral (LV)-PGK-FANCA-wPREM" disefiado para el protocolo clinico Fancolen, producido por

la compafiia Genethon (Paris, Francia), con un titulo de 2x10% UT/ml.

Para realizar la transduccién de las células LSK-Fanca’/’, éstas se resuspendieron a una
concentraciéon de 2x10° cel/ml en medio StemSpan (StemCell Technologies) conteniendo las
citoquinas mSCF (50 ng/ml), hTPO (20 ng/ml), hFIt3 (25 ng/ml), hiL-3 (10 ng/ml) e hIL-6 (25

ng/ml) (Eurobiosciences, Alemania). Se dispensaron 40.000 células en cada pocillo de una placa



p96 de pocillos de fondo redondo y se afadid el sobrenadante lentiviral a una MOI 200. En
todos los casos, la transduccidn de las células se llevd a cabo en placas tratadas previamente con
Retronectina® (Takara) (2pg/cm?) durante 4h a temperatura ambiente y las células fueron

incubadas con el sobrenadante lentiviral a 372C durante toda la noche.

Como control de transduccidn se utilizé el sobrenadante lentiviral del vector PGK-eGFP-wPREMYT

producido previamente en el laboratorio aplicando las mismas condiciones de transduccién que
las utilizadas con el sobrenadante LV-PGK-FANCA-wPREMY". Como control negativo se sometié a
/.

células LSK Fanca”™ a las mismas condiciones de cultivo que las células transducidas,

sustituyendo el volumen del sobrenadante infectivo por medio StemSpan.

Una vez finalizada la transduccidn, las células se lavaron, se contaron y se resuspendieron en

PBS para su posterior infusion.

5.- Caracterizacion de las células LSK de ratones Fanca-/-.

5.1.- Analisis de ciclo celular.

Se sacrificaron ratones Fanca™

y FVB-WT, se extrajo su MO y se realizd una
inmunoseleccion de células linaje negativo con el kit comercial de deplecidon inmunomagnética
Lineage cell depletion kit mouse (Miltenyi Biotec, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Un millén de células Lin" se resuspendieron en 1 ml de una solucidon de unién a
Hoechst (HEPES 20mM, glucosa 5,5mM y 10% Hyclone) y se tifieron para ADN y ARN utilizando
Hoechst 33342 (Sigma Aldrich) y Pironina Y (Sigma Aldrich) durante 45 min a 379C.
Posteriormente fueron tefiidas para el fenotipo LSK con los anticuerpos monoclonales de linaje
hematopoyético conjugados con FITC, con el anticuerpo Sca-1 conjugado con el tdndem APC-
cianina 7 (APC-Cy7) (Biolegend, EEUU) y el anticuerpo c-Kit conjugado con el tdndem
ficoeritrina-cianina 5 (PE-Cy5) (eBioscience, EEUU). Las células fueron analizadas por citometria

de flujo utilizando el equipo BD Influx. Para el analisis de las distintas poblaciones del ciclo

celular, se siguio la estrategia reflejada en la Figura 8.
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Seleccion de células Seleccion de células
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Figura 8: Ejemplo representativo de la estrategia seguida para la seleccidon de las poblaciones

Go, G1 Y S/Go/M.

En otro grupo de experimentos, se evalué el ciclo celular de células LSK Fanca” transducidas con
el vector LV-PGK-FANCA-wPREM', de células LSK-Fanca™ y de células LSK-WT. Todas las células
LSK fueron mantenidas en cultivo a 372C, 5% CO, y 90% de humedad durante la noche. Al dia
siguiente, 20.000 células de cada tipo fueron resuspendidas en 1 ml de una solucion de unién a
Hoechst (HEPES 20mM, glucosa 5,5mM y 10% de suero) y tefidas para ADN y ARN siguiendo el

mismo protocolo que con las células en fresco.

5.2.- Andlisis de progenitores hematopoyéticos.

Se estudiaron los progenitores hematopoyéticos a largo plazo (LT del inglés long term), a
corto plazo (ST del inglés short term) y los progenitores multipotentes (MPP del inglés
multipotent progenitors). Para ello, se extrajeron fémures y tibias de ratones Fanca™ y FVB-WT,
se perfundieron y se marcaron 500.000 células de MO con anticuerpos monoclonales para el
fenotipo LSK durante 20 min a 49C. Se utilizaron los anticuerpos monoclonales de linaje
hematopoyético conjugados con biotina (BD Bioscience Pharmigen) y como anticuerpo
secundario el anti biotina BV650 (Molecular Probes), el anticuerpo Sca-1 conjugado con APC-
Cy7, el anticuerpo c-Kit conjugado con PE-Cy7, el anticuerpo CD34 conjugado con FITC
(eBioscience) y el anticuerpo Flk2 (CD135) conjugado con PE (BD Bioscience Pharmigen). Las
células fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el equipo BD Fortessa siguiendo la

estrategia reflejada en la Figura 9 para el analisis de las distintas poblaciones.



Seleccion de células Seleccion de poblaciones
Sca-1*/c-Kit* LT, ST y MPP

MPP
45,2%

Seleccion de células
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SSC
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Figura 9: Ejemplo representativo de la estrategia seguida para la seleccién de las poblaciones LT,

STy MPP.

5.3.- Analisis de expresion de moléculas de adhesion y migracion.

Se estudio la expresidn de las moléculas de adhesion (VCAM-1/VLA-4 e ICAM-1/LFA-1) y
de migracion (CXCR4) implicadas en el anidamiento de las células LSK en la MO. Para ello, se
sacrificaron ratones Fanca™ y ratones FVB-WT y se extrajo su MO. Se marcaron 500.000 células
de cada tipo con anticuerpos monoclonales para el fenotipo LSK con los anticuerpos
monoclonales de linaje hematopoyético conjugados con biotina y como anticuerpo secundario
el anti biotina BV650, con el anticuerpo Sca-1 conjugado con el tdndem APC-Cy7 vy el anticuerpo
c-Kit conjugado con el tandem PE-Cy7 durante 20 min a 42C. Ademas, se marcaron las células

con los anticuerpos de adhesién y migracion que se muestran en la Tabla 2. Las células fueron

analizadas por citometria de flujo utilizando el equipo BD Fortessa.

Molécula Anticuerpo Casa comercial
VCAM-1 CD106-APC BioLegend
CD49d-PE BD Pharmigen
VLA-4 (a4B1)
CD29-FITC BD Pharmigen
ICAM-1 CD54-APC BioLegend
CD11a-PE-Cy7 BD Pharmigen
LFA-1 (aLB2)
CD18-FITC BD Pharmigen
CXCR4 CD184-PE eBioscience

Tabla 2: Anticuerpos de adhesion y migracion utilizados para valorar su expresion en células LSK y

MO.
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6.- Ensayos clonogénicos.

Se cuantificaron los progenitores hematopoyéticos en funcién de su capacidad para
formar colonias en metilcelulosa (Células Formadoras de Colonias, CFCs). Para ello, se
sembraron 150 células LSK por ml de metilcelulosa (MethoCult GF M3534, StemCell
Technologies Inc.) en placas de 35mm (Corning, EEUU). Las células se cultivaron a 372C al 5% de
CO,y 90% de humedad durante 7 dias, tras los cuales se cuantificé el nimero total de colonias
por microscopia 6ptica (Nikon, Alemania), considerando una colonia como una agrupacién de 50
células o mas. Para calcular la eficacia de formacién de CFCs, se dividié el nUmero colonias
obtenidas entre el niUmero total de células sembradas. Los resultados se expresaron en forma de

porcentaje.

En los ensayos con células LSK Fanca™ transducidas, los ensayos clonogénicos se realizaron en
presencia o ausencia de MMC a distintas concertaciones (0, 3, 10, 30 y 100 nM) durante 7 dias a
379C, 5% de CO, y 90% de humedad, tras los cuales se cuantificd el nimero total de colonias en
cada concentracién de mitomicina-C por microscopia éptica. Como control negativo, se

sembraron células sin transducir en las mismas condiciones.

7.- Trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Ratones receptores (B6D2F1, FVB-WT o Fanca'/') fueron irradiados de forma
submieloablativa el dia -1 con diferentes intensidades de acondicionamiento (7 Gy, 5 Gy o 3 Gy)
en un equipo de rayos-X MG324 (Philips, Hamburgo, Alemania), a 300kV y 10mA, con una dosis
de 1,03 Gy/min. Los trasplantes se realizaron el dia 0 con un nimero variable de células LSK
procedentes de los ratones donantes (P3D2F1, FVB-WT o Fanca™). Junto con las células LSK, en
algunos grupos se infundid un ndimero variable de células Ad-MSCs en un volumen final de
300pl. El efecto de la irradiacién sobre la hematopoyesis de los receptores se verific6 mediante
grupos control que recibieron la irradiacion pero no la infusion de progenitores

hematopoyéticos

7.1.- Trasplantes seriados de progenitores hematopoyéticos en ratones B6D2F1.

Para comprobar la capacidad de repoblaciéon de las células LSK infundidas en los
receptores primarios B6D2F1, se llevaron a cabo trasplantes seriados. Los receptores primarios
fueron irradiados con una dosis submieloblativa de 5 Gy el dia -1 y trasplantados el dia 0 con

1.500 células LSK P3D2F1 con o sin 600.000 Ad-MSC B6D2F1. A las 24 semanas tras el trasplante,



los receptores fueron sacrificados y se extrajo su MO. Los receptores secundarios B6D2F1
fueron acondicionados con una dosis mieloablativa de 11 Gy (dividida en dos dosis de 5,5y 5,5
Gy separadas 24h) y trasplantados con 2x10° de células de la MO procedente de los receptores
primarios que habian recibido LSK o LSK-Ad-MSCs. Doce semanas después del trasplante, los
receptores secundarios B6D2F1 fueron sacrificados y se siguié el mismo protocolo que en los

trasplantes secundarios para la realizacién de los trasplantes terciarios (Figura 10).

Trasplante Primario Trasplante Secundario Trasplante Terciario

Dia-1 Dia 0
5,5+ 5,5+

:SGy ~ SSGy 55Gy
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BCGDD425F21 BCGDIZ;ZSle O B6D2F1 B6D2F1 &
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& 452 P & 452 P
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P3D2F1
CD45.1/45.2

Figura 10: Esquema del protocolo seguido para la realizacion de los trasplantes seriados.

7.2.- Andlisis de quimerismo por citometria de flujo en receptores B6D2F1.

Para la evaluacién del quimerismo, se extrajeron 200 ul de sangre de la vena lateral de la
cola de los ratones en las semanas 4, 8, 12, 16 y 24 tras el trasplante. La sangre se mezclé con 20

ul de anticoagulante EDTA (0,5M pH=8) en el momento de la extraccion.

El porcentaje de injerto hematopoyético de células de donantes P3D2F1 (CD45.1/CD45.2) en los
receptores B6D2F1 (CD45.2) se evalué mediante andlisis por citometria de flujo de muestras de
sangre periférica obtenidas tras el trasplante. Las muestras se marcaron con el anticuerpo
CD45.2 conjugado con FITC y con el anticuerpo CD45.1 conjugado con PE (BD Bioscience
Pharmigen). La viabilidad fue evaluada resuspendiendo las células en 10 ug/ml DAPI/PBA. El
injerto hematopoyético se determind por el porcentaje de células CD45.1/ CD45.2 frente a la
reconstitucién endégena (CD45.2) valorado por citometria de flujo y analizado por el soporte

informatico FlowlJo.
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7.3.- Analisis del quimerismo por PCR cuantitativa (qPCR) en receptores

FVB-WT /Fanca-/-.

La reconstitucién hematopoyética a partir de células del donante macho Fanca” o FVB-
WT en receptores hembra Fanca” o FVB-WT, se valoré por PCR cuantitativa (QPCR) en las
semana 4,8 y 12 después del trasplante. A las 16 semanas se sacrificaron las receptoras y se
extrajo la SP, MO, bazo y timo. Las muestras fueron lisadas y se extrajo el ADN gendmico
empleando el kit comercial NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Alemania). Para conocer la
concentracion de ADN eluido, las muestras fueron cuantificadas por espectrofotometria

(NanoDrop®) y ajustadas a una concentracion de 10ng/ul.

Se anadieron 4 pl del ADN eluido sobre una mezcla de PCR Tagman (Universal PCR Master Mix,
Roche) con cebadores (Grupo Taper, Alcobendas, Espafia) y sonda (Sigma-Aldrich) especificos
para las secuencias del gen masculino Sry y o para el gen de la B-actina de ratén (Tabla 3). Para
extrapolar los valores se incluyeron varios puntos de una curva de ADN gendmico de células de
MO de ratones macho/hembra (desde 0% macho a 100% macho), extraida en las mismas
condiciones que las muestras a analizar. La qPCR fue realizada en una maquina Rotor-Gene 6

(Corbet, Australia). Para la amplificacidén se siguié un protocolo de 952C (10 min) seguido de 40

ciclos de 952C (30 seg) y 582C (30 seg).

Amplicon pb Cebadores/Sonda Fluoréforo Secuencia 5’ 3’
Cebador Sry Forward TGTTCAGCCCTACAGCCACA
Sry 140 Cebador Sry Reverse CCTCTCACCACGGGACCAC
Sonda Sry 6-FAM ACAATTGTCTAGAGAGAGCATGGAGGGCCA
Cebador Bactina Forward ACGGCCAGGTCATCACTATTG
B-actina 131  Cebador Bactina Reverse ACTATGGCCTCAGGAGTTTTGTCA
Sonda Pactina Joe AACGAGCGGTTCCGATGCCCT

Tabla 3: Cebadores y sondas para el anélisis de quimerismo por gPCR.

El porcentaje de injerto de células del macho (donante) en la receptora hembra fue calculado en
base al método AACt (141) (delta delta cycle threshold value), el cual proporciona un valor sobre
la expresion del gen relativa y normalizada. Estos cdlculos se realizan a través de la
normalizacién del gen de interés con un gen de referencia enddgeno, cuya expresion se

considera que no varia entre las distintas muestras.



Para la expresion del gen Sry, las muestras fueron normalizadas con los niveles de expresion del

gen de referencia B-actina, lo que dio como resultado el valor ACt.

ACt = Ct B-actina — Ct Sry

ACh 'y extrapolado a una ecuacién de la recta

Este valor fue exponencialmente transformado (2
obtenida de los datos de la curva de ADN gendmico. Como resultado se obtuvo el porcentaje de

células de macho presentes en la receptora hembra y por tanto el porcentaje de injerto.

7.4.- Evaluacion del niimero de copias del vector en ratones Fanca:/-.

El nimero de copias del vector (VCN del inglés vector copy number) indica el nimero de
copias provirales integradas por cada célula transducida. Este parametro se valord tanto en las
colonias resultantes de los ensayos clonogénicos de supervivencia de MMC de células Fanca”
transducidas con el vector LV-PGK-FANCA-wPREMY", como en los 6rganos (SP, MO, Bazo y Timo)

de los ratones receptores de estas células transducidas.

Para la obtencién del ADN gendmico se utilizaron las colonias procedentes de los ensayos
clonogénico, a las que se afiadié 20 pl/muestra de una solucidon de lisis (Tris HCI 0,3 mM, CaCl,
0,6 mM, 1,5% Glicerol, 0.675% Tween20 y Proteinasa K 0,3 pg/ul). Las muestras se incubaron
durante 30 min a 652C, 10 min a 902C y 10 min a 42C. Por otro lado, para la obtencion del ADN
gendmico de los 6rganos analizados se utilizd el kit comercial NucleoSpin Tissue (Macherey-

Nagel).

El genoma proviral y el genoma celular fueron amplificados y cuantificados por gPCR con una
mezcla de PCR TagMAN con cebadores (Grupo Taper) y sondas (Sigma-Aldrich) especificos para
los genes Psi y Titina (Tabla 4). La secuencia empaquetadora Psi fue utilizada para cuantificar el
genoma viral mientras que el gen Titina fue utilizado para cuantificar el genoma del ratén en las

células transducidas.

La gPCR fue realizada en una maquina Rotor-Gene 6 (Corbet, Australia). Para la amplificacion se

siguid un protocolo de 952C (10 min) seguido de 50 ciclos de 952C (30 seg) y 582C (30 seg).
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Amplicén Cebadores/Sonda Fluoréforo Secuencia 5'>3’

Cebador Psi F CAGGACTCGGCTTGCTGAAG
Psi 130 Cebador Psi R TCCCCCGCTTAATACTGACG
Sonda Psi 6-FAM CGCACGGCAAGAGGCGAGG
Cebador Titina F AAAACGAGCAGTGACGTGAGC
Titina 123 Cebador Titina R TTCAGTCATGCTGCTAGCGC
Sonda Titina Texas-Red TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC

Tabla 4: Cebadores y sondas para el analisis de VCN por gPCR.

Para la cuantificacién del genoma viral y celular se interpold el valor Ct de las muestras en una
ecuacion de la recta resultante de los valores Ct obtenidos de una curva con diluciones 1:10 de
un plasmido (pRRL.PGK.eGFP/Titina), que contiene un nimero conocido de copias de ambas
secuencias. El nimero de células correspondiente al nimero de copias de Titina calculado se
determind asumiendo que cada célula contiene dos copias de Titina. Finalmente el VCN se

calculé siguiendo la siguiente formula:

numero de copias provirales

(m’lmero de copia de Titina)
2

VCN =

8.- Ensayos de biodistribucion.

Células LSK P3D2F1, FVB-WT o Fanca™” fueron tefiidas con el colorante vital DiD
(Molecular Probes, EEUU) y las Ad-MSCs B6D2F1 con el colorante vital CFSE (del inglés
Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Life Technologies, EEUU) siguiendo el protocolo
proporcionado por el fabricante. Tras la tincién, 10.000 LSK fueron infundidas con o sin 6x10°

/-

Ad-MSCs por via intravenosa en receptores B6D2F1 o Fanca™ irradiados con una dosis

submieloablativa de radiacion de 5 Gy.

Alas 2h, 4h y 24h tras el trasplante, los ratones fueron sacrificados y se les extrajo los pulmones,
bazo, fémur, tibia y sangre total por puncién intracardiaca para analizar por citometria de flujo
el porcentaje de células LSK-DID* presentes en los érganos. Para ello, los pulmones y los bazos
fueron disgregados y lisados con la solucién tampdén comercial Red Blood Cell Lysing Buffer

(Sigma). La MO se obtuvo por perfusion las 2 tibias y los 2 fémures y se lisé la soluciéon celular




con una solucién de lisis de CINH, (0,155 mM CINH,, 0,01 mM KHCOs, 10* mM EDTA) durante 5
min a temperatura ambiente y en oscuridad. La sangre periférica fue lisada 2 veces durante 10
min a temperatura ambiente y oscuridad con la misma solucién de lisis que la MO. Las células
fueron resuspendidas en 300 pl de una solucion PBE/DAPI (1:1000) vy posteriormente, las
muestras fueron valoradas por citometria de flujo en un citémetro Fortessa (BD). La eficiencia
de homing de las células fue expresado como el porcentaje de células DiD" dividido entre el
numero total de células LSK-Ad-MSCs infundidas. En los analisis en la MO, se asumié que ambos

fémures y tibias representan el 25% de la celularidad total de la MO (21).

9.- Ensayos de interaccion LSK-Ad-MSCs in vitro.

Se tifleron 1.500 células LSK P3D2F1 con el colorante vital DID y 600.000 Ad-MSCs
B6D2F1 fueron tefiidas con CFSE siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Las
células fueron incubadas juntas en un volumen final de 300 pl durante 10 minutos y se valord
por citometria de flujo la presencia de dobletes DID'CFSE’, correspondiente a la poblacién LSK-

Ad-MSCs con el equipo BDFortessa (Figura 11).

Andlisis por citometria de flujo
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Figura 11: Esquema del protocolo seguido para el analisis de interaccién LSK-Ad-MSC.

En otros experimentos, 1.500 células LSK fueron tefiidas con el anticuerpo monoclonal Sca-1-PE
(BD Bioscience Pharmigen) y 600.000 Ad-MSC fueron teiiidas con el anticuerpo monoclonal
CD29-FITC (BD Bioscience Pharmigen) durante 20 min a 42C. Posteriormente se lavaron las
células con PBE y se incubaron juntas durante 10 min. La solucién celular fue analizada usando
un citdmetro ImageStream100 (Amnis Corp, USA) y se tomaron imagenes de las células
utilizando una camara digital de 6 canales. Cada imagen se descompuso en 6 sub-imdagenes,

correspondientes a los 6 colores captados por el citémetro.
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10.- Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Graph Pad Prism 5.0 (Graph
Pad Software, CA, EEUU). Los datos descriptivos se presentan como media * desviacion estandar
(SD) en los ensayos in vitro y como la media mas menos el error estandar de la media (SEM) en

los ensayos in vivo.

Se comprobd la distribucién Gaussiana de las muestras a través del test de normalidad
Kolmogorov-Smirnov. En los casos en los que las muestras no demostraron una distribucion
normal, las comparaciones entre las diferentes condiciones se realizaron utilizando un andlisis
de Kruskal-Wallis con un test post-hoc de Dunn y un andlisis ANOVA con un test post-hoc de
Tukey en los casos en los que las muestras demostraron normalidad. En las muestras en las que
no fue posible la realizacién de un analisis ANOVA al haber sélo dos grupos que comparar, se
realizd un t test para muestras pareadas de dos colas cuando se demostré una distribucion
normal de las muestras y un test de Mann-Whitney en las muestras que no demostraron una

distribucidn normal. Las significancias se expresaron como p<0,05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001



Resultados



1.- Caracterizacion de las células mesenquimales.

Las MSCs derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) de ratones B6D2F1 y de ratones FVB se
obtuvieron y se expandieron segun lo descrito en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos. Las
Ad-MSCs crecieron en adherencia y presentaron el aspecto fibroblastoide caracteristico, como
puede observarse en la Figura 12 A. Segln las recomendaciones de la ISCT, para su identificacion
se valord la capacidad de diferenciacion a tejido éseo y adiposo y se realizé un analisis del

inmunofenotipo.

1.1.- Capacidad de diferenciacion de las Ad-MSCs.

Se comprobdé que las Ad-MSCs de ratén presentaban capacidad de diferenciacién a
tejido dseo valorada por la presencia de fosfatasa alcalina tefiida con Fast BCP/NBT (Figura 12 B)
y a tejido adiposo, evidenciado por la presencia de gotas lipidicas tefiidas por Oil Red O (Figura

12 Q).

Figura 12: Morfologia y diferenciacion de las Ad-MSCs. (A) Morfologia fibroblastoide. (B)
Diferenciacion a tejido 6seo (depdsitos de fosfatasa alcalina). (C) Diferenciacién a tejido adiposo

(gotas lipidicas tefidas con Oil Red).

1.2.- Inmunofenotipo de las Ad-MSCs.

Las MSCs no tienen un marcador especifico, por lo que la caracterizacion
inmunofenotipica de las Ad-MSCs de los ratones B6D2F1 y FVB se realizé utilizando un amplio
panel de marcadores de superficie. El andlisis por citometria de flujo mostré que tanto las MSCs
derivadas del tejido adiposo de ratones B6D2F1 (Figura 13 A) como de ratones FVB (Figura 13 B)
eran positivas para los marcadores de superficie CD29, CD44, CD73, CD90.2, CD105, CD106,

CD144 y CD166 y negativas para los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45 y CD80.
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La expresion del marcador Sca-1 fue variable, mostrando una baja expresion en las Ad-MSCs de

ratones B6D2F1 y de alrededor del 41% en las Ad-MSCs de ratones FVB.
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Figura 13: Inmunofenotipo de las MSCs de ratén derivadas de tejido adiposo. (A) Ad-MSCs de
ratones B6D2F1. (B) Ad-MSCs de ratones FVB.

2.- Desarrollo de un modelo de trasplante congénico en receptores
B6D2F1.

2.1.- Obtencion y caracterizacion de progenitores hematopoyéticos.

2.1.1- Purificacion de células Linaje:, Sca-1+, c-Kit+ (células LSK).

Los progenitores hematopoyéticos de ratdn presentan un inmunofenotipo linaje negativo, Sca-1
positivo y c-Kit positivo (LSK). Para obtener células LSK de donantes P3D2F1, las células de MO
fueron marcadas con anticuerpos monoclonales, analizadas y purificadas mediante seleccidn por
citometria de flujo, como se indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos. Los andlisis

mostraron que el 9,06 + 3,06% de las células totales de MO eran linaje negativo y que de ellas, el
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4,84 + 1,95% eran Sca-1" c-Kit" (Figura 14 A), representando las células LSK de media el 0,41

0,16% del total de las células de la médula dsea.

Tras la seleccién de las células LSK por citometria de flujo, la pureza de las células Lin" fue del
90,12 + 8,57% y del 94,34 + 5,14% en las células Sca-1" c-Kit * (Figura 14 B), obteniendo una

pureza final en las células LSK del 85,15 + 10,31% de media.

w*l  Sca-1*/c-Kit* 90,3%

SSC

20K

Sca-1 Linaje Sca-1

Linaje

Figura 14: Andlisis por citometria de flujo de la poblacién LSK. (A) Andlisis representativo de la
seleccion por citometria de flujo de las poblaciones Lin"y LSK en la MO de donantes P3D2F1. (B)

Analisis representativo de la pureza de las poblaciones de Lin" y LSK.

2.1.2.- Potencial clonogénico de las células LSK.

Para comprobar la capacidad clonogénica de las células LSK de donantes P3D2F1 tras su
purificacién, se realizaron ensayos de formacion de colonias en metilcelulosa y se cuantificaron a
los 7 dias (Figura 15). Se obtuvo una media de 47,44 + 14,38 colonias por cada 150 células LSK

sembradas, siendo la eficacia de formacidn de colonias del 31,62 + 9,59%.
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Figura 15: Ejemplos representativos de colonias formadas a partir de células LSK de donantes

P3D2F1.
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2.2.- Modelo de trasplante congénico en receptores B6D2F1.

2.2.1.- Efecto de la dosis de radiacion sobre el injerto de células LSK.

En primer lugar, se identificd la dosis optima de radiacion submieloablativa que
favoreciera un injerto limitado de una dosis baja de células LSK, en un contexto congénico. Para
ello, receptores B6D2F1 fueron acondicionados con tres dosis de radiacién: 3 Gy, 5 Gy o 7 Gy.
Un dia después de la radiacién, los receptores B6D2F1 fueron trasplantados con 1.500 células
LSK de donantes P3D2F1, descritas en la bibliografia como un ndmero limitante de CMHs en
ratones acondicionados de forma mieloablativa (104). En las semanas 4, 8 y 12 después del
trasplante, la sangre periférica de los receptores fue analizada por citometria de flujo para
conocer los niveles de quimerismo del donante frente a la hematopoyesis residual endégena del
receptor. Para ello, se determind el porcentaje de células del donante que expresaban el
marcador panleucocitario CD45.1°/CD45.2" frente a la hematopoyesis enddgena del receptor

que sélo expresaba el marcador CD45.2 (Figura 16 A).
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Figura 16: Analisis del quimerismo por citometria de flujo del donante P3D2F1 en receptores
B6D2F1 acondicionados con una dosis decreciente de radiacion. (A) Modelo experimental del
trasplante congénico de células LSK. Niveles de injerto hematopoyético del donante en

receptores acondicionados con (B) 7 Gy, (C) 5 Gy o (D) 3 Gy.



Los analisis en sangre periférica mostraron que los receptores irradiados con 7 Gy tenian un
porcentaje de injerto del donante del 55,14 + 7,06% en la semana 4 después del trasplante y que
éste aumentaba significativamente hasta el 83,41 + 4,15% en la semana 8 y hasta un 78,65 *

8,96% en la semana 12 (Figura 16 B).

Por otro lado, el grupo de ratones acondicionados con 5 Gy de radiacién mostré un injerto del
20,78 + 3,31% en la semana 4 después del trasplante, el cual se mantenia estable, mostrando un

quimerismo del 24,39 + 3,68% en la semana 12 (Figura 16 C).

Sin embargo, los ratones acondicionados con 3 Gy mostraron injertos muy bajos, llegando a
tener un porcentaje maximo de quimerismo del 4,72 + 2,04% en la semana 12 después del

trasplante (Figura 16 D).

Los resultados obtenidos indicaban que la dosis de radiacion de 5 Gy constituia una dosis
submieloablativa de acondicionamiento idénea para un modelo de trasplante congénico en el

gue obtener un injerto hematopoyético bajo pero detectable.

2.2.2- Efecto de la dosis de células LSK sobre el injerto hematopoyético.

A continuacién se quiso confirmar si 1.500 células LSK era el minimo numero de
progenitores hematopoyéticos con los que se obtenian niveles de injerto bajos y detectable en
trasplantes congénicos con acondicionamiento submieloablativo. Para ello se realizaron
trasplantes con cantidades decrecientes de LSK en receptoras B6D2F1 acondicionadas con 5 Gy.
Asi, los receptores fueron trasplantados con 1.500, 1.000, 500 y 100 células LSK de donantes
P3D2F1, siguiendo el esquema descrito en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Se estudié el

nivel de quimerismo por citometria de flujo en las semanas 4, 8 y 12 después del trasplante.
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Figura 17: Analisis del quimerismo por citometria de flujo en receptores B6D2F1 trasplantados
con numeros decrecientes de células LSK de donantes P3D2F1 en la semana 12 después del

trasplante.

Todos los receptores trasplantados con 1.500 células LSK mantuvieron el injerto con un
quimerismo moderado del 22,78 + 2,44% en la semana 12 después del trasplante (Figura 17). La
infusion de 1.000 células LSK o cantidades inferiores mostraron niveles de quimerismo
significativamente inferiores y en todos los grupos se detectaron fallos de injerto en algunos de

los ratones trasplantados.

En vista de los resultados obtenidos, se decidié utilizar una dosis de radiacion submieloablativa

de 5 Gy y una dosis de 1500 células LSK, en el modelo de trasplante congénico.

3.-Efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en trasplantes
congénicos de receptores B6D2F1 con acondicionamiento

submieloablativo.

Una vez establecido el modelo de trasplante congénico, estudiamos si la infusién de Ad-

MSCs tendria algun impacto sobre el injerto de este nimero limitado de LSK del donante.



3.1. Las Ad-MSCs mejoran el injerto de células LSK en receptores congénicos.

3.1.1.- Impacto de las Ad-MSC sobre el injerto hematopoyético en receptores con

acondicionamiento submieloablativo.

Receptores B6D2F1 irradiados con dosis de radiacion de 7 Gy, 5 Gy o 3 Gy fueron
trasplantados con 1.500 células LSK de donantes P3D2F1, con o sin 10° Ad-MSCs B6D2F1, ambos
tipos celulares co-infundidos por via intravenosa (Figura 18 A). En las semanas 4, 8 y 12 después

del trasplante se analizé el nivel de quimerismo en SP por citometria de flujo.
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Figura 18: Efecto de las Ad-MSCs sobre el quimerismo en receptores B6D2F1 con
acondicionamiento submieloablativo (A) Modelo experimental de trasplante congénico de 1.500
células LSK P3D2F1 con o sin la co-infusiéon de Ad-MSCs. Niveles de injerto hematopoyético en

receptores B6D2F1 acondicionados con (B) 7 Gy, (C) 5 Gy o (D) 3 Gy.

Asi, 4 semanas después del trasplante el injerto fue del 42,70 + 3,92% en los receptores
trasplantados con células LSK y co-infundidos con 10° Ad-MSCs, comparado con 18,87 + 1,14%

en el grupo que solo recibid células LSK. Estos injertos aumentaron hasta el 48,26 + 3,94% frente
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al 25,24 £ 1,79% a las 8 semanas y hasta el 51,88 + 3,62% frente al 25,13 + 0,87% a las 12
semanas después del trasplante (Figura 18 C). Es decir que, el analisis del quimerismo por
citometria de flujo de los receptores acondicionados con 5 Gy mostrd que la co-infusion de Ad-
MSCs junto con 1.500 células LSK mejoré de forma muy significativa el injerto hematopoyético

del donante durante las 12 semanas de seguimiento.

Sin embargo, en los ratones acondicionados con 7 Gy, la co-infusién de Ad-MSCs no varié de
forma significativa el injerto hematopoyético, observandose niveles de quimerismo muy
elevados a todos los tiempos analizados, con injertos del 85,13 + 4,71% en el grupo co-infundido
con Ad-MSC frente al 78,65 + 8,96% del grupo que sélo recibié LSK en la semana 12 después del
trasplante (Figura 18 B).

Tampoco se detectaron diferencias significativas en los injertos de receptores acondicionados
con la dosis mas baja de 3 Gy, en los que la infusion de Ad-MSCs no mejord el bajo injerto
detectado a todos los tiempos post-trasplante, llegdndose a un maximo del 6,77 + 1,17% a las

12 semanas con la co-infusién de Ad-MSCs frente al 4,72 + 2,04 % sin Ad-MSCs (Figura 18 D).

Estos resultados indicaban que la co-infusién de Ad-MSCs mejoraban significativamente el
injerto de un numero limitado de células LSK congénicas en receptores acondicionados con una

dosis submieloablativa de radiacion de 5 Gy.

3.1.2- Efecto de la dosis de Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético.

Para conocer si el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto de células LSK era
dependiente de la dosis de Ad-MSCs, se realizaron trasplantes infundiendo 1.500 células LSK
junto con un numero creciente de Ad-MSCs (de 2x10° hasta 10°) en receptores B6D2F1
acondicionados con 5 Gy. Se analiz6 la SP por citometria de flujo en las semanas 4, 8 y 12

después del trasplante.

El analisis del quimerismo realizado en la semana 4 después del trasplante detectd que la dosis
minima de Ad-MSCs que causaban un efecto beneficioso significativo sobre el injerto de células
del donante, era de 400.000 Ad-MSCs, no observandose ninglin efecto sobre el quimerismo
hematopoyético con las dosis inferiores. Esta mejora aumentaba hasta 2,34 + 0,18 veces al
incrementar la dosis de Ad-MSCs (600.000-10°) comparada con el grupo control que sélo recibié

células LSK (Figura 19 A).

En la semana 8, la dosis minima de Ad-MSCs con la que se detectaba un aumento significativo de

1,43 + 0,08 veces era de 600.000 Ad-MSCs (Figura 19 Ay B) y en la semana 12 era necesario



infundir

al menos 10° Ad-MSCs para observar una diferencias en la mejora de 2,15 + 0,25 veces

(Figura 19 Ay C).
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Figura 19: Analisis del quimerismo por citometria de flujo en receptores B6D2F1 trasplantadas
con 1.500 células LSK de donantes P3D2F1 y un nimero creciente de Ad-MSCs. (A) Niveles de
injerto hematopoyético del donante en la SP de receptores irradiados con 5 Gy, representado en
veces de incremento. Evolucidon del injerto hematopoyético en los receptores co-trasplantados

con LSK y (B) 600.000 Ad-MSCs o (C) 10° Ad-MSCs.
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Estos datos indicaban un claro efecto sobre el injerto hematopoyético dependiente de la dosis
de Ad-MSCs. De estos experimentos, dosis relativamente bajas de Ad-MSCs (400.000 o 600.000)
aceleran el injerto de las LSK trasplantadas a tiempos tempranos después del trasplante,
mientras que se necesitan cantidades mas elevadas (10°) para mantener una mejora prolongada

del injerto después del trasplante.

3.1.3.- Efecto de la co-infusién de células LSK y Ad-MSCs sobre el injerto de progenitores

de repoblacién hematoldgica a largo plazo.

Para determinar si el efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético era solo a
corto plazo o también sobre las CMH con capacidad de repoblacidn hematoldgica a largo plazo,

se realizaron trasplantes hematopoyéticos seriados.

Al igual que en los experimentos anteriores, los receptores irradiados con una dosis
submieloablativa de 5 Gy fueron trasplantados con 1.500 LSK con o sin la co-infusion de 600.000
Ad-MSCs. Al igual que se observé en los resultados anteriores, la co-infusién intravenosa de
células LSK con Ad-MSCs mejoré significativamente el porcentaje de injerto del donante en los
receptores primarios (Figura 20 A). A pesar de que esta mejora no fue significativa a partir de la
semana 12 después del trasplante, los injertos del grupo LSK+Ad-MSCs siempre fueron
superiores a los del grupo que solo recibié LSK (55,35 * 5,73% vs 43,27 + 8,82%,

respectivamente, en la semana 24 después del trasplante).

Después de seis meses, los receptores primarios fueron sacrificados y se obtuvo la MO de ambos
grupos de estudio. El porcentaje de injerto de los donantes en el pool de MO de los respectivos
grupos de estudio fue superior en los receptores co-infundidos con Ad-MSCs, siendo del 40%,

frente al 26,5% en el grupo sin Ad-MSCs (Figura 20 B).

Las células de MO fueron trasplantadas en receptores secundarios acondicionados con una dosis
de radiacion mieloablativa de 5,5 + 5,5 Gy. El injerto de los donantes, analizado en la SP, fue
significativamente mayor (p<0,001 a 4 semanas y p<0,01 a 8 semanas) en aquellos grupos
trasplantados con la MO del grupo primario LSK+Ad-MSCs (Figura 20 A). De forma similar, los
receptores secundarios fueron sacrificados a las 12 semanas después del trasplante y su MO
mostré un quimerismo superior en el grupo que habia recibido células LSK+Ad-MSCs (21,2%)

frente al que sélo habia recibido células LSK (14,3%) (Figura 20 C).

También en la SP de los receptores terciarios, el injertos del donante fue significativamente
mayor en los receptores trasplantados con MO del grupo LSK+Ad-MSCs (p<0,05 en las semanas

4y 8y p<0,01 en la semana 12) (Figura 20 A).
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Figura 20: Efecto de las Ad-MSCs sobre el quimerismo a largo plazo en receptores B6D2F1. (A)
Analisis del injerto hematopoyético del donante P3D2F1 en SP por citometria de flujo en
receptores primarios, secundario y terciarios. (B) Niveles de injerto del donante en la MO de
receptores primarios a las 24 semanas después del trasplante. (C) Niveles de injerto en la MO de

receptores secundarios a las 12 semanas después del trasplante.

Estos resultados indicaban que la co-infusion de Ad-MSCs no sdlo aumentaba el injerto de
células LSK responsables de la reconstitucién hematoldgica a corto plazo, sino que también
aumentaba la cantidad de progenitores hematopoyéticos injertados responsables del

mantenimiento a largo plazo de la hematopoyesis.
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3.2.- El homing de las células LSK en la médula 6sea aumenta con su co-infusion con

Ad-MSCs.

Con el fin de conocer si el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto
hematopoyético era debido al homing de un nimero mayor de las células LSK hacia la MO de
los receptores, se infundieron por via intravenosa 10.000 células LSK tefidas con el colorante
vital DID, con o sin 600.000 Ad-MSCs. A las 2, 4 y 24 horas tras el trasplante, los receptores
fueron sacrificados y se valoré por citometria de flujo la presencia de células LSK-DID* en la MO,

sangre periférica, bazo y pulmones de los ratones.

El andlisis de la MO a las 2, 4 y 24 horas después del trasplante (Figura 21 A) mostré que los
receptores que habian sido co-infundidos con las Ad-MSCs presentaban un porcentaje de células
LSK DID" significativamente mayor (p-valor < 0,05) en la MO (8,42 + 3,32%, 11,72 +0,93% y 4,52
+1,27% respectivamente) que aquellos que sélo habian sido trasplantados con células LSK (1,78

+0,34%, 2,55 + 1,44% vy 1,57 + 0,45%, respectivamente).

El andlisis de la SP y del bazo no mostré diferencias significativas en la deteccién de células LSK
DID" entre los dos grupos de estudio. Asi, en la sangre periférica se detectd un porcentaje
maximo de células LSK DID" del 3,37 + 1,16% en el grupo LSK y del 2,28 + 1,37% en el grupo
LSK+Ad-MSCs (Figura 21 B). En bazo el mayor porcentaje de células LSK detectado fue del 8,67 +
3,38% en el grupo LSKy del 12,32 + 2,85% en el grupo LSK+Ad-MSCs (Figura 21 C).

En los pulmones, se aprecié un aumento en el nimero de células LSK 24 horas después del
trasplante en los receptores co-trasplantados con Ad-MSCs (18,49 + 6,55%), comparado con las

detectadas en el grupo LSK (Figura 21 D).



2h después del 4h después del 24h después del
trasplante trasplante trasplante

™ »
% células DID*/

total LSK infundidas
<) (%] s b
E

o]

férica

% células DID*/

total LSK infundidas
o N H (<)} (-]
wn
N
‘3
‘._i )

—
(<))
Q.
()
-
[=14]
c
©

wv

w

N

ns ns ns

Bazo g
% células DID*/

total LSK infundidas

i
L

% células DID*/
total LSK infundidas
P=) = N w
(%2}
N
*

Figura 21: Analisis de biodistribucién de células LSK-DID" por citometria de flujo. Porcentaje de

células LSK DID" en (A) la MO, (B) la SP, (C) el bazo y (D) los pulmones.

Estos resultados sugieren que el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto
hematopoyético, asociado a una reconstitucion acelerada y sostenida en los receptores
trasplantados, estd mediada por una mejora en el homing de las LSK hacia la MO de los

receptores.
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3.3.- La co-infusion simultanea de las Ad-MSCs junto con las células LSK es

imprescindible para la mejora del injerto hematopoyético.

Los siguientes experimentos fueron disefiados con el objeto de profundizar en los
posibles mecanismos implicados en el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto

hematopoyético.

3.3.1.- Consecuencias del fraccionamiento de la dosis de Ad-MSCs en el injerto

hematopoyético.

Se investigo si era necesario infundir la dosis completa de Ad-MSCs junto con las células
LSK por via intravenosa, o bien si ésta podia fraccionarse, lo que permitiria disminuir el nimero
de Ad-MSCs co-administradas en cada infusidn. Asi, como grupo control se infundieron 1.500
células LSK con o sin una dosis completa de 400.000, 600.000 o 10° Ad-MSCs infundidas el
mismo dia del trasplante. Los receptores de los otros tres grupos de estudio fueron
trasplantados con 1.500 células LSK en el dia 0 y las mismas cantidades de Ad-MSCs pero
fraccionadas en 2 o 3 dosis, que fueron infundidas el dia anterior, el mismo dia junto con las

células LSK y el dia posterior al trasplante de las células LSK, como se detalla en la Figura 22 A.

Al igual que en los experimentos anteriores, la co-infusion intravenosa de células LSK y 600.000
o 10° Ad-MSCs mejord significativamente los porcentajes de injerto analizado en la sangre
periférica de los receptores B6D2F1. Sin embargo, la administracién fraccionada de Ad-MSCs no
tuvo ningun impacto en el injerto hematopoyético en ninguno de los grupos estudiados (Figura

22 B).
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Figura 22: Impacto del fraccionamiento de la dosis de Ad-MSCs en la mejora del injerto

hematopoyético en receptores B6D2F1. (A) Esquema del protocolo experimental y pautas de

administracion de las Ad-MSCs infundidas por via intravenosa (B) Niveles del injerto del donante

en la sangre periférica de receptores por citometria de flujo, representado por veces de

incremento.

Estos resultados indicaban que el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto

hematopoyético se producia sélo

cuando ambos tipos celulares eran infundidos

simultdneamente con una dosis completa de Ad-MSCs (600.000 o 10° Ad-MSCs).
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3.3.2.- Efecto de la ruta de administracion de las Ad-MSCs y las células LSK.

Se investigd si el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto se mantenia si las
LSKs eran infundidas con las Ad-MSCs el dia 0, pero a través de diferentes rutas de

administracion.

En estos experimentos, distintos grupos de receptores fueron co-trasplantadas con 1.500
células LSK por via intravenosa (IV) y con 10° o 2x10° Ad-MSCs por via intraperitoneal (IP). Como
grupo control, los receptores fueron trasplantados por via intravenosa con 1.500 células LSK

junto con 10° Ad-MSCs.

Al igual que en los experimentos anteriores, la co-infusién intravenosa de células LSK y Ad-MSCs
mejoré significativamente el porcentaje de injerto de los donantes P3D2F1 en los receptores
B6D2F1 (Figura 23). En cambio, cuando las Ad-MSCs fueron inyectadas por via IP, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de quimerismo entre los distintos grupos de

receptores, ni tan siquiera cuando se duplicé la dosis de Ad-MSC inyectada (Figura 23).
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Figura 23: Impacto de la ruta de administracion de las Ad-MSCs en el injerto hematopoyético.
Niveles de injerto del donante en receptores B6D2F1 co-trasplantadas con Ad-MSCs por via

intravenosa (1V) o por via intraperitoneal (IP), representado en veces de incremento.



Estos resultados mostraban que la co-infusidn simultdanea y por via intravenosa de las células
LSK junto con las Ad-MSCs era necesaria para observar el efecto beneficioso de las Ad-MSCs

sobre el injerto hematopoyético del donante.

3.4.- Las células LSK interaccionan de forma directa con las Ad-MSCs.

Los resultados anteriores sugerian que el contacto directo entre ambas poblaciones
celulares jugaba un papel importante en el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto
hematopoyético. Para profundizar en esta hipdtesis, estudiamos in vitro la interaccion directa
entre las células LSK y las Ad-MSCs, en las mismas condiciones que las co-infundidas en los
experimentos in vivo. Para ello, se incubaron 1.500 células LSK-DID* junto con 600.000 Ad-
MSCs-CFSE* durante 10 minutos y se valoré por citometria de flujo la asociacién de células doble

positivas DID*/CFSE", que se llamaron dobletes.

Los analisis mostraron que el 83,69 + 2,48% de la poblacién DID" (células LSK) formaba dobletes
DID*/CFSE’, lo que demostraba una interaccién muy marcada entre las células LSK y las Ad-MSCs

CFSE" (Figura 24 Ay B).

Para confirmar esta interaccién directa entre ambos tipos celulares se disefié un segundo
experimento, en el que 1.500 células LSK marcadas con Sca-1-PE y 600.000 Ad-MSCs marcadas
con CD29-FITC fueron incubadas durante 10 min y analizadas con el citémetro de flujo
ImageStream100, que permitia obtener fotografias de las células analizadas. Como se puede ver
en la Figura 24 C, las fotografias mostraban una interaccion directa entre células LSK y Ad-MSCs,

que formaban dobletes perfectamente detectables.

Estas observaciones sugerian que las Ad-MSCs podrian actuar in vivo como transportadores de
las células LSK, facilitando la migracién y el homing de las mismas al nicho hematopoyético de la

médula ésea durante las fases tempranas del trasplante y asi facilitar su injerto.
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Figura 24: Analisis de la interaccion in vitro de células LSK y Ad-MSCs. (A) Analisis representativo
de citometria de flujo de las poblaciones LSK DID* y AD-MSCs CFSE*. (B) Porcentaje de la
poblacién DID*/CFSE* (dobletes) frente a la poblacién DID* CFSE. (C) Imagenes de las células LSK-
PE" y Ad-MSC-FITC+ analizadas con el citémetro de flujo ImageStream100. En las imagenes se
muestra el tamafo de las células en azul, las Ad-MSC-FITC en verde, las células LSK-PE en naranja
y la unién de las imagenes con sefial PE/FITC (Merged). La ultima columna (BF) representa las

células en campo claro.
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4.- Efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en trasplantes

singénicos con alto riesgo de fallo de injerto.

Una vez comprobado el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el injerto de un
numero limitado de células LSK en un modelo de trasplante congénico de ratones
acondicionados con una dosis submieloablativa de radiacion, se quiso estudiar si las Ad-MSCs
mejoraban el injerto hematopoyético en un modelo con alto riesgo de fallo de injerto e impacto
a nivel clinico, como puede ser la Anemia de Fanconi. Para ello, los siguientes experimentos se

llevaron a cabo en el modelo de ratén deficiente en el gen Fanca (Fanca™).

4.1.-Purificacion y caracterizacion de células LSK Fanca~-.

Como primer paso, se realizé una caracterizacion fenotipica y funcional de las células
LSK deficientes en el gen Fanca (Fanca”’) comparada con la de células LSK WT del mismo fondo

genético (FVB).

4.1.1.- Purificacion de células LSK Fanca/-y WT.

Para obtener células LSK de donantes Fanca” o WT (control sano), se marcaron células de la
MO con anticuerpos monoclonales, se analizaron y se purificaron mediante citometria de flujo,
como se indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos. El andlisis de las células de MO Fanca
” mostré que una media del 6,77 + 2,20% de las células eran linaje negativo, de las cuales un
6,44 + 2,74% eran Sca-1", c-Kit" (Figura 25 A), representando las células LSK Fanca” el 0,40 +
0,12% de las células de la MO total. Tras la selecciéon de la fraccidén celular LSK, la pureza de
células Lin fue del 93,64 + 4,30% vy la de células Sca-1" c-Kit" del 94,46 + 4,39%. En conjunto, las

células LSK Fanca” obtenidas tenian una pureza del 88,48 + 6,18% de media (Figura 25 B).

Por otro lado, las células de MO de donantes control WT analizadas por citometria de flujo
mostraron que el 11,27 + 5,12% de las células eran Lin’, de las cuales 6,05 * 3,32% eran células
Sca-1" c-Kit". Por tanto, las células LSK WT representaban un 0,59 + 0,28% de la celularidad total
de la MO (Figura 25 C). Tras la seleccidn de la fraccién celular LSK, la pureza celular fue del 90,27
+12,20% en las células Lin"y del 93,41 + 8,95% en las células Sca-1" c-Kit*, siendo la pureza final

en las células LSK WT del 85,14 + 17,11% (Figura 25 D).
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Figura 25: Analisis por citometria de flujo de la poblacion de células

Analisis representativo de la seleccion de las poblaciones Lin" y LSK

LSK Fanca” y WT. (A)

en la MO de ratones

Fanca™". (B) Analisis representativo de la pureza de las poblaciones Lin"y LSK Fanca” obtenidas

tras la inmunoseleccion. (C) Analisis representativos de la seleccion de las poblaciones Lin" y LSK

en la MO de ratones WT. (D) Analisis representativos de la pureza de las poblaciones Lin" y LSK

WT obtenidos tras la inmunoseleccion.

La comparacidon de las poblacion LSK de ratones Fanca

-/-

y WT mostré una disminucién

significativa del porcentaje de células LSK en los ratones Fanca” (Figura 26 A), debido a un

porcentaje significativamente menor de células Lin" (Figura 26 B). Dentro de la poblacién Lin’, la

proporcién de células Sca-1" c-Kit" era similar en ambos tipos celulares (Figura 26 C).
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Figura 26: Comparacion del contenido de células LSK en ratones Fanca” y WT. (A) Porcentaje de

células LSK de ratones Fanca” y WT. (B) Porcentaje de células Lin Fanca'/'y WT. (C) Porcentaje

de células Sca-1*c-Kit" en ratones Fanca” y WT.



4.1.2.- Capacidad clonogénica de células LSK de donantes Fanca/-y WT.

Para valorar la capacidad clonogénica de las células LSK de ratones Fanca” y WT, se
sembraron 150 células LSK para generar colonias CFC. Al observar las colonias por microscopia

Optica, se apreciaban en las placas de células LSK-Fanca

-/-

compactas que las formadas por células LSK-WT (Figura 27 A-B).

La cuantificacién de las colonias mostré que por cada 150 células LSK-WT se generaban 30 %
12,97 colonias y con LSK-Fanca”'se generaban 25,33 + 15,13. Es decir que la eficacia de
formacidn de colonias de las células LSK fue similar entre ambos tipos celulares, representando

el 20 + 8,65% para las células LSK-WT vy el 16,89 + 10,09% para las células LSK-Fanca” (Figura 27

Q).
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Figura 27: Capacidad clonogénica y sensibilidad a MMC de células LSK de ratones Fanca
WT. Imagenes representativos de colonias formadas a partir de (A) células LSK-Fanca” y (B)
células LSK-WT. (C) Comparacion de la eficacia de formacidn de colonias de células LSK-Fanca™” y

células LSK-WT. (D) Curva de supervivencia a distintas concentraciones de MMC de células LSK-

Fanca” y células LSK-WT.
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Para confirmar la sensibilidad a MMC de las células LSK—Fanca'/', se sembraron en metilcelulosa
150 células LSK-Fanca” o células LSK-WT con cantidades de MMC crecientes, como se detalla en
el apartado 6 de Materiales y Métodos. El recuento de colonias a los siete dias confirmé que las
células LSK-Fanca” eran significativamente mas sensibles a la MMC que las células LSK-WT

(Figura 27 D).

4.1.3.- Andlisis del ciclo celular de células LSK de ratones Fanca/-y WT.

Se evalug el ciclo celular de células LSK-Fanca” y células LSK-WT tifiendo las células con
los marcadores Hoechst 3342 (para ADN) y Pironina Y (para ARN), para distinguir las células que

se encontraban en las fases sub-G,, Go, G; 0 S/G,/M del ciclo celular.
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Figura 28: Analisis del ciclo celular de células LSK-Fanca™ y células LSK-WT. (A) Andlisis de la
proporcidn de células LSK en fase Gy, G; 0 S/G,/M del ciclo celular. (B) Analisis de la proporcion

de células LSK en fase sub-G.

El andlisis por citometria de flujo reveld un descenso significativo en la proporcién de células
LSK-Fanca” en la fase Go y un aumento significativo en la proporcion en la fase G;, comparada
con las células LSK-WT. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las

poblaciones S/G,/M entre ambas poblaciones celulares (Figura 28 A).

Por otro lado, se observéd un alto porcentaje de células en fase sub-G, indicativa de apoptosis,
tanto en las muestras de células LSK-Fanca” como de células LSK-WT. Para comprobar que esto
estaba asociado a la cepa WT y no a la manipulacién celular, se compard la proporcion de

células LSK en fase sub-G, en ratones Fanca'/', WT vy C57bl/6. Los resultados mostraron una



proporcidn significativamente mayor de células en fase sub-Gy en las LSK-Fanca™ y LSK-WT con

respecto a las células LSK de ratones C57bl/6 (Figura 28 B).

En conjunto, estos resultados mostraban que las células LSK-Fanca” tenian una proporcién
significativamente menor en quiescencia que las células LSK-WT, lo que podia comprometer la

capacidad de injerto de las LSK deficientes en el gen Fanca™.

4.1.4.- Caracterizacioén de las subpoblaciones en células LSK-Fanca/- y en células LSK-

WT.

Se realizd un estudio detallado de las subpoblaciones de células LSK, mediante
citometria de flujo. Las células LSK- Fanca” y LSK-WT se marcaron y se analizaron para distinguir
los progenitores hematopoyéticos a largo plazo (LT, CD347/ FIk2'), a corto plazo (ST, CD34°/FIk2’)
y multipotentes (MPP, CD34°/FIk2"), como se ha descrito en el apartado 5.2 de Materiales y
Métodos (Figura 29 A).
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Figura 29: Analisis de las subpoblaciones LT, ST y MPP en células LSK-Fanca™” y células LSK-WT.
(A) Ejemplo representativo del analisis por citometria de flujo de las subpoblaciones en células
LSK-Fanca” y en células LSK-WT. (B) Andlisis del porcentaje de las poblaciones LT, ST y MPP en

células LSK-Fanca'/'y en células LSK-WT.

El analisis mostré que las células LSK-Fanca” contenia una proporcién significativamente menor

de LT que las células LSK-WT, ademas de un aumento significativo de ST en las células
LSK-Fanca”". No se observaron diferencias significativas en la proporcion de células MPP entre

ambos tipos celulares (Figura 29 B).
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4.1.5.- Estudio de la expresion de células adhesion y migracion en células LSK de

ratones Fanca’/-y WT.

Quisimos conocer los niveles de expresion de las moléculas de adhesion VCAM-1/VLAA4,
ICAM-1/LFA1 y de la molécula de migracion CXCR4 implicadas en el homing y anidamiento de las
CMH en el nicho hematopoyético. Para ello se obtuvieron y se tifieron células de la MO de

ratones Fanca” y WT con dichos marcadores.
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Figura 30: Analisis de la expresion de moléculas de adhesion y migracion en células LSK-Fanca”

y células LSK-WT por citometria de flujo. Analisis de expresién de (A) VCAM-1, (B) de la integrina
VLA-4 (C) de ICAM-1, (D) de la integrina LFA-1y (E) de la molécula de migracion CXCRA4.
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El analisis de ambos tipos de muestras reveld una expresion variable de las moléculas VCAM-1
(Figura 30 A), ICAM-1 (Figura 30 C) y CXCR4 (Figura 30 E), asi como una expresiéon homogénea y
muy elevada de las moléculas VLA-4 (Figura 30 B) y LFA-1 (Figura 30 D) en ambas muestras. A
pesar de la expresidn variable observada en alguna de las moléculas estudiadas, no existian

diferencias significativas en su expresién entre las células LSK de ratones Fanca” y WT.

4.2.- Caracterizacion del injerto hematopoyético de células LSK-Fanca/-y de células

LSK-WT en receptores Fanca’/-y WT.

Una vez caracterizadas las células LSK-Fanca” y las células LSK-WT, se estudidé la

capacidad de injerto de ambos tipos celulares en receptores Fanca” y WT.

4.2.1.- Capacidad de injerto de células LSK-WT en receptores WT.

Se trasplantaron 1.500, 3.000 y 5.000 células LSK-WT de donantes macho en receptores
hembra WT acondicionados con una dosis submieloablativa de 5 Gy (Figura 31 A), para
comprobar si el nivel de injerto hematopoyéticos era similar al detectado en el modelo con

receptores B6D2F1, descrito anteriormente.

Al igual que en lo observado en los trasplantes congénicos en receptores B6D2F1, todos los
receptores WT trasplantados con 1.500 células LSK injertaron, presentando un porcentaje medio
de quimerismo del 13,84 £ 0,90% en la semana 4 después del trasplante, que alcanzaba el 24,72
1+ 10,52% en la semana 12 después del trasplante. Cuando se infundieron nimeros mas altos de
células LSK-WT se observaron porcentajes mayores de injerto, alcanzando un 48,61 + 5,39% de
injerto de células del donante con 5.000 células LSK-WT en la semana 12 después del trasplante

(Figura 31 B).
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Figura 31: Analisis del quimerismo por qPCR en receptores WT trasplantados con células LSK de
donantes WT. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK-WT. (B) Niveles

de injerto hematopoyético en receptores WT en las semanas 4, 8 y 12 después del trasplante.

4.2.2.- Capacidad de injerto de células LSK-WT en receptores Fanca/-.

Para determinar la capacidad de injerto de células LSK WT en ratones Fanca™”

acondicionados con una dosis submieloablativa de 5 Gy de radiacién, se trasplantd un nimero
creciente de células LSK WT (1.500, 3.000 y 5.000) siguiendo el mismo esquema de trasplante

que en los experimentos anteriores (Figura 32 A).

Cuatro semanas después del trasplante, el andlisis del injerto de células del donante, analizado
por gPCR en SP, mostrd que la infusién de 1.500 o 3.000 células LSK-WT resultaba en un fallo de
injerto en alrededor del 30% de los receptores Fanca”, de forma mantenida en el tiempo. Era
necesario infundir al menos 5.000 células LSK-WT para observar injerto hematopoyético en

todos los receptores Fanca”” (Figura 32 B).
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Figura 32: Andlisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca” trasplantados con células
LSK de donantes WT. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK-WT (B)
Niveles de injerto hematopoyético en receptores Fanca” en las semana 4, 8 y 12 después del

trasplante.

Los porcentajes de quimerismo observados en los receptores Fanca”

gue presentaban injerto
hematopoyético en las primeras semanas después del trasplante, llegaron a alcanzar el 100% de
quimerismo a las 12 semanas después del trasplante, incluso con dosis de 1.500 células LSK-WT

(Figura 32 B).

4.2.3.- Capacidad de injerto de células LSK-Fanca/- en receptores WT.

A continuacién estudiamos si las células LSK Fanca”

eran capaces de injertar en
receptores WT. Siguiendo el mismo protocolo experimental de trasplante singénico, 1.500,
3.000 o 5.000 células LSK-Fanca”" de donante macho se trasplantaron en receptores hembras

WT acondicionados con una dosis de radiacidon de 5 Gy (Figura 33 A).
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Figura 33: Analisis del quimerismo por qPCR en receptores WT trasplantados con células LSK de
donantes Fanca™". (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK- Fanca™. (B)
Niveles de injerto hematopoyético en receptores WT en las semanas 4, 8 y 12 después del

trasplante.

El analisis por gPCR del porcentaje de injerto de células LSK-Fanca” en los receptores WT
mostré que ninguna de las dosis infundidas de células LSK-Fanca” fueron capaces de injertar en

receptores WT (Figura 33 B).

4.2.4.- Capacidad de injerto de células LSK-Fanca/- en receptores Fanca/-.

Con el fin de conocer la capacidad de injerto de células LSK deficientes para el gen Fanca
en receptores Fanca'/', se infundieron 1.500, 3.000, 5.000 y 10.000 células LSK-Fanca” de
donantes macho en receptores hembra acondicionados con un dosis submieloablativa de 5 Gy

de radiacién (Figura 34 A).
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Figura 34: Andlisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca” trasplantados con células

LSK de donantes Fanca™. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de células LSK-

Fanca™". (B) Niveles de injerto hematopoyético en receptores Fanca” en las semanas 4,8y 12

después del trasplante.

Cuatro semanas después del trasplante, se detectd que la infusidn de las dosis mas bajas de
células LSK-Fanca” (1.500 o 3.000) producian fallo de injerto en el 80% de los receptores
Fanca” trasplantados. Fue necesaria la infusién de dosis mas altas de células LSK-Fanca” para
observar un descenso en el porcentaje de fallo de injerto, siendo del 30% con la infusion de
5.000 células LSK-Fanca” y del 20% cuando se trasplantaron 10.000 células LSK-Fanca” (Figura

34 B).

En los receptores en los que se detectd injerto hematopoyético del donante, se apreciaba un
aumento en el porcentaje de quimerismo a medida que aumentaba la dosis de células LSK-
Fanca” infundidas, siendo éste significativamente mayor a partir de la infusién de 10.000 células

con respecto a las 1.500 LSK-Fanca”” (Figura 34 B).

En las semanas 8 y 12 después del trasplante no se apreciaron diferencias significativas entre los

distintos grupos de estudio. Sin embargo, se observé un descenso en el porcentaje de injerto del

-/-

donante en aquellos receptores infundidos con 5.000 o 10.000 células LSK-Fanca™’, asi como un
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aumento de los receptores que perdian el injerto inicial de las fases tempranas post-trasplante

(Figura 34 B).

4.2.5.- Biodistribucion de las células LSK-Fanca/-y LSK-WT en receptores Fanca/-.

Al igual que en el modelo de trasplante congénico en ratones B6D2F1, se estudié la
biodistribucién de las células LSK-Fanca” y las células LSK-WT en receptores Fanca™". Asi, se
infundieron por via intravenosa 10.000 células LSK tenidas con el colorante vital DID con o sin
600.000 Ad-MSCs. A las 24 horas después del trasplante, los receptores fueron sacrificados y se
valoré por citometria de flujo la presencia de células LSK-DID* en la MO, bazo y sangre periférica

de los ratones.

El andlisis de la MO (Figura 35 A) y de la SP (Figura 35 B) 24 horas después del trasplante no
mostré diferencias significativas en la deteccidon de células LSK DID* entre los dos grupos de

7 se observé un porcentaje

estudio. Sin embargo, en el bazo de los receptores Fanca
significativamente mayor de células LSK- Fanca” (20,10 + 3,35%) en comparacién con el

porcentaje de células LSK-WT detectadas (5,64 + 0,65%) (Figura 35 C).

A IEEJ B ol Sangre periférica

* *

e 25 25 - 25
Pl
o T 20 20 20
21 ns 15 15
& £ _—
3 % 10 10 10
8 -
®E 5 5 5 ns
8
0 " (i} o 0 wa
Fanca WT Fanca WT Fanca WT

B sk-Fanca’- [ LSK-WT

Figura 35: Andlisis de biodistribucion de células LSK-Fanca”-DID* o células LSK-WT-DID* en
receptores Fanca” por citometria de flujo. Porcentaje de células LSK DID" en (A) la MO, (B) la SP

y (C) el bazo.

4.3.- Las Ad-MSCs evitan el fallo de injerto hematopoyético de células singénicas LSK-

WT en receptores Fanca/- con acondicionamiento submieloablativo.

Teniendo en cuenta los fallos de injerto observados en los receptores Fanca” tras el

trasplante de células LSK-WT, se estudio si la co-infusién con Ad-MSC podia evitarlo.



Receptores Fanca” fueron co-trasplantadas con 1.500 células LSK-WT por via intravenosa con o
sin 10° Ad-MSCs y en las semanas 4, 8 y 12 se analizé el nivel de quimerismo por gPCR (Figura 36
A). Cuatro semanas después del trasplante, el 30% de los receptores infundidos con sélo 1.500
células LSK-WT presentaban fallo de injerto. De forma muy significativa, en los receptores

trasplantados con células LSK-WT y Ad-MSCs, no se observé ningun fallo de injerto (Figura 36 B).

En los ratones injertados de ambos grupos, el nivel de quimerismo fue similar, con injertos
crecientes a lo largo del tiempo estudiado, llegando a alcanzar el 100% de injerto algunos de los

receptores co-infundidos con Ad-MSCs en la semana 8 (Figura 36 B).
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Figura 36: Andlisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca” trasplantados con células
LSK de donantes WT con o sin Ad-MSCs. (A) Modelo experimental del trasplante singénico de
células LSK-WT con o sin Ad-MSCs. (B) Niveles de injerto hematopoyético en receptores Fanca”

en las semana 4, 8 y 12 después del trasplante.

Estos resultados indicaban que el co-trasplante de Ad-MSCs junto con células LSK-WT evitaba el

fallo de injerto que se produce tras el trasplante de sélo 1.500 células LSK-WT en receptores

Fanca™”.
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5.- Analisis del efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto de células LSK
Fanca/- corregidas mediante transferencia génica en trasplantes

singénicos en ratones Fanca /-

Una vez conocido el efecto de las Ad-MSC sobre el injerto en ratones Fanca'/', quisimos
estudiar su efecto sobre el injerto de células LSK-Fanca™ corregidas con el vector lentiviral PGK-

FANCA-wPRE*.

5.1.- Transduccion y caracterizacion de células LSK-Fanca/- corregidas.

Se obtuvieron células LSK de ratones Fanca'/', qgue fueron corregidas con el vector PGK-
FANCA-wPRE*, segun se detalla en el apartado 4 de Materiales y Métodos. Se valord por qPCR el
porcentaje de transduccién, que fue del 76,01 + 0,17%, con una media de 1,08 + 0,28 copias del

vector por célula. Como control se utilizaron células LSK de ratones WT.

5.1.1- Capacidad clonogénica y sensibilidad a MMC de las células LSK-Fanca’/

corregidas.

Se valord la capacidad clonogénica de las células LSK-Fanca” corregidas, comparandola

con la capacidad de las células LSK-Fanca” y de células LSK-WT. Las células LSK-Fanca”
formaban colonias con un nimero menor de células comparadas con las colonias derivadas de
LSK-WT. Por el contrario, las colonias formadas a partir de células LSK-Fanca” corregidas
presentaban una morfologia mas compacta, similar a la observada en las colonias de células LSK-

WT control (Figura 37 A).

Sin embargo, la cuantificaciéon de las colonias mostré eficacias de formacion de colonias
similares entre la células LSK-Fanca” corregidas (23,67 + 8,05%), células LSK-Fanca™ (22,25 +

12%) y células LSK-WT (21,5 + 4,9%) (Figura 37 B).
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Figura 37: Capacidad clonogénica y sensibilidad a MMC de células LSK-Fanca'/', células LSK-

Fanca” corregidas y células LSK-WT. (A) Imagenes representativas de colonias. (B) Comparacion

de la eficacia de formacion de colonias. (C) Curva de supervivencia a distintas concentraciones de

MMC de células LSK-Fanca'/', células LSK-Fanca” corregidas y células LSK-WT.

" corregidas con el

Por otro lado se comprobé la sensibilidad a MMC de las células LSK-Fanca
vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* y se confirmd que éstas células eran significativamente
menos sensibles a MMC que las células LSK-Fanca”", presentando una curva de supervivencia

similar a la de las células LSK-WT (Figura 37 C).

5.1.2.- Estudio del ciclo celular de células LSK Fanca/- corregidas.

-/-

Se realizd un andlisis del ciclo celular de las células LSK-Fanca” corregidas para

-/-

comprobar si la transduccién revertia el fenotipo observado en células LSK-Fanca™, en las que el

porcentaje de células en Gy era menor comparado con el observado en las células LSK-WT.
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Figura 38: Analisis del ciclo celular de células LSK-Fanca'/', LSK-Fanca™ corregidas y células LSK-

WT. (A) Analisis de la proporcion de células LSK en fase Gy, G; 0o S/G,/M del ciclo celular. (B)

Ejemplo representativo del andlisis por citometria de flujo de las distintas fases del ciclo celular.

El andlisis por citometria de flujo mostré que la mayoria de las células de los tres tipos celulares
se encontraban en la fase G; del ciclo celular, tras el cultivo de las células durante la noche

(Figura 38 A-B).

Sin embargo, el porcentaje de células en fase G, se mantuvo menor en las células LSK-Fanca”

corregidas o sin corregir con respecto a las células LSK-WT. También se detecté una mayor
proporcion de células LSK-Fanca”” corregidas o sin corregir en la fase S/G,/M comparada con las

células LSK-WT.

En todos los casos, la proporcion de células en las distintas fases del ciclo celular entre las células

LSK-Fanca” corregidas o sin corregir fue similar (Figura 38 A-B).

5.2.- Caracterizacion de la capacidad de injerto de células LSK-Fanca/- corregidas.

5.2.1.- Capacidad de injerto de diferentes dosis de células LSK Fanca/- corregidas en

receptores Fanca/-.

Con el fin de conocer la capacidad de injerto de las células LSK-Fanca” corregidas con el

vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE*, estudiamos la relacién entre el nimero de células LSK
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Fanca”

corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA- wPRE* infundidas y el injerto

hematopoyético en estos trasplantes. Para ello, se trasplantd un ndmero creciente de células

LSK-Fanca™ corregidas (1.500, 3.000, 5.000, 10.000, 15.000 o 20.000) en receptores Fanca'/',

siguiendo el mismo protocolo de trasplante que en los experimentos anteriores (Figura 39 A).
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El analisis del quimerismo a las 4 semanas después del trasplante mostré que todos los grupos
presentaban fallos de injerto del donante. Los receptores trasplantados con las dosis mas bajas
de células corregidas (1.500 y 3.000) mostraban un 60% de fallo de injerto, llegando a alcanzar
un 80% en las semanas 8 y 12 después del trasplante. Sin embargo, en los receptores
trasplantados con las dosis mas altas (de 5.000 a 20.000 células) el fallo de injerto fue alrededor

del 20% en todos los tiempos analizados. (Figura 39 B).

En todos los receptores, la media del porcentaje de injerto detectado en las semanas 4 y 8
después del trasplante fue muy similar entre todos los grupos de receptores analizados. Sélo a
las 12 semanas después del trasplante se observaron diferencias significativas entre los grupos
trasplantados con 1.500 o 3.000 LSK Fanca” corregidas, que se mantuvo en niveles bajos y el

-/-

grupo de receptores trasplantado con 20.000 células LSK-Fanca” corregidas, que alcanzé un

porcentaje de injerto del donante del 25,05 + 8,09% (Figura 39 B).
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Figura 40: Analisis del quimerismo en tejidos de los receptores Fanca” trasplantados con

-/-

células LSK Fanca’ corregidas a las 16 semanas después del trasplante. Niveles de injerto

hematopoyético analizado por qPCR en receptores Fanca” en (A) SP, (B) MO, (C) Bazo y (D) Timo.



A las 16 semanas después del trasplante, los receptores trasplantados con cantidades entre
5.000 y 20.000 células LSK-Fanca™ corregidas fueron sacrificados y se estudié el nivel de
guimerismo en sangre periférica, MO, bazo y timo. En SP, éste se mantuvo en porcentajes de
injerto similares a los detectados en la semana 12 después del trasplante (Figura 40 A). En MO
no se observaron diferencias significativas en el injerto entre receptores trasplantados con dosis
crecientes de células corregidas. Asi, se detectaron niveles de quimerismo del 13,75 + 7,61% con
las dosis mas bajas de células, alcanzando un 24,87 + 7,26% en el grupo trasplantado con 20.000
células (Figura 40 B). Es de destacar que en dos de los receptores de 5.000 células LSK-Fanca”

corregidas, se observé injerto en SP pero no en MO, sugiriendo la presencia de hematopoyesis

extra medular (Figura 40 Ay B).

El anélisis de células LSK Fanca™ corregidas en bazo y en timo mostré que estas células estaban

presentes en ambos érganos en todos los grupos de estudio (Figura 40 Cy D).

También se analizé el nimero de copias del vector en aquellos receptores que presentaban
injerto a las 16 semanas después del trasplante. Para ello, se analizé6 por gPCR la presencia o

ausencia de la secuencia empaquetadora Psi del vector utilizado.
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Figura 41: Analisis del nimero de copias del vector PGK-FANCA-wPRE* por qPCR en receptores
Fanca” trasplantados con células LSK de donantes Fanca” corregidas que presentaron injerto
del donante a las 16 semanas después del trasplante. Nimero de copias del vector por células

en (A) SP, (B) MO, (C) Bazo y (D) Timo de receptores Fanca™.
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En todos los grupos de estudio, los receptores presentaron un nimero de copias comprendido
entre 0,5 y 1,3 copias del vector por célula, tanto en SP, MO, bazo como en timo, no

observandose diferencias significativas entre los tejidos (Figura 41 A- D).

5.2.2- Capacidad de injerto de células LSK- Fanca/- transducidas y sin transducir en

receptores singénicos Fanca /-

7 corregidas, como el nimero de células

Se establecieron 10.000 células LSK-Fanca
necesario para producir niveles de quimerismo estable en tan sélo una proporcién de receptores

Fanca” y a su vez generar fallo de injerto en otros.

7 corregidas o sin

Receptores Fanca” fueron trasplantados con 10.000 células LSK-Fanca
corregir, o con 10.000 células LSK-Fanca”” transducidas con un vector no terapéutico (control)
gue codificaba la proteina eGFP. Como otro control, se valord la capacidad de injerto de 10.000

células LSK-Fanca” corregidas en un receptor control WT.

En los grupos de receptores Fanca’ trasplantados con 10.000 células LSK-Fanca” o LSK-Fanca™

corregidas o LSK-Fanca” eGFP, se observaron fallos de injerto en alrededor del 30% de los
receptores, que aumentd en las semanas 8 y 12 después del trasplante hasta mas del 60%

(Figura 42).

En los grupos de receptores Fanca” trasplantados con células LSK-Fanca” o células LSK-Fanca”

eGFP, se observd una disminucidn del quimerismo a lo largo del tiempo, presentando
porcentajes de injerto del 8,43 £ 5,50% en el grupo trasplantado con células LSK-Fanca” y del
2,90 + 2,90% en el grupo trasplantado células LSK-Fanca” eGFP en la semana 12 después del

trasplante (Figura 42).

La infusién de 10.000 células LSK-Fanca”” corregidas en los receptores Fanca””, tuvo un nivel de

injerto superior, alcanzando un injerto medio de 15,01 + 4,74% en la semana 12 después del
trasplante. Sin embargo, los receptores WT trasplantados con estas mismas células no
mostraron injerto del donante en ninguno de los tiempos analizados, manteniéndose su

hematopoyesis a expensas de la produccidon enddégena (Figura 42).
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Figura 42: Analisis del quimerismo por gPCR en receptores Fanca” o WT trasplantados con

/-

células LSK de donantes Fanca”  sin transducir o transducidas con el vector control PGK-eGFP-

WPRE* o0 el vector PGK-FANCA-wWPRE a las 4, 8 y 12 semanas después del trasplante.

A las 16 semanas después del trasplante se sacrificé a los receptores Fanca” y WT trasplantados

con las células Fanca” corregidas y se analizé el injerto del donante en la SP, MO, bazo y timo.

No se observaron diferencias significativas en SP en el nivel de quimerismo entre los distintos

-/-

grupos de receptores Fanca”’, siendo los porcentajes de injerto muy similares a los observados

en la semana 12 después del trasplante (Figura 43 A).

Se detectaron porcentajes similares de injerto en la MO respecto a los observados en la SP de los

7 a excepcion de aquellos que habian sido trasplantados con 10.000 células

receptores Fanca
LSK-Fanca” que presentaron porcentajes de injerto del 8,33 + 5.27% en MO frente al 29,67 +

19,92% observado en SP (Figura 43 Ay B).
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Figura 43: Analisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca” o WT trasplantados con

/-

células LSK de donantes Fanca” sin transducir o transducidas con el vector PGK-eGFP-wPRE* o

el vector PGK-FANCA-wPRE* a las 16 semanas después del trasplante. Niveles de injerto

hematopoyético en receptores Fanca” o WT en (A) SP, (B) MO, (C) Bazoy (D) Timo.

En todos los receptores de los distintos grupos de estudio que habian mostrado niveles de
qguimerismo del donante en SP y MO, también se detectd injerto del donante en el bazo y en el

timo (Figura 43 Cy D).

5.3.- Las Ad-MSCs evitan el fallo del injerto hematopoyético de células LSK-Fanca /-

corregidas con el vector PGK-FANCA-wPRE* en receptores Fanca /-

En los experimentos anteriores caracterizamos la capacidad de injerto de las células LSK-

Fanca”

corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* en un modelo de trasplante
singénico de ratén con un acondicionamiento submieloablativo, detectando que la correccién

mediante terapia génica no bastaba para evitar en fallo de injerto.

Como siguiente paso, estudiamos el impacto de las Ad-MSCs sobre el injerto de 10.000 células

LSK-Fanca” corregidas, con o sin la co-infusion de 400.000 Ad-MSCs, trasplantadas en



-/-
7’

receptores Fanca”, siguiendo el mismo protocolo de trasplante que en los experimentos

anteriores (Figura 44 A).
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Figura 44: Andlisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca” trasplantados con células

LSK de donantes Fanca” corregidas con o sin Ad-MSCs. (A) Modelo experimental del trasplante

-/-

singénico de células LSK-Fanca’ corregidas con o sin Ad-MSCs. (B) Niveles de injerto

hematopoyético en receptores Fanca” en las semana 4, 8y 12 después del trasplante.

El andlisis del quimerismo en sangre periférica mostré que la co-infusién de Ad-MSCs junto con
10.000 células LSK-Fanca” corregidas evitd el fallo de injerto observado en el grupo de
receptores trasplantados sin Ad-MSCs, a todos los tiempos analizados (Figura 44 B). Asi, 4
semanas después del trasplante, los receptores que sélo recibieron células LSK-Fanca”

corregidas mostraron injertos del 11,28 + 3,32%, detectandose un 37% de receptores con fallo
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de injerto. Por el contrario, los receptores trasplantados con Ad-MSCs no presentaron fallos de

injerto en ningun caso, alcanzando un quimerismo del donante del 18,62 + 1,34%.

En la semana 8 después del trasplante, el grupo de receptores trasplantados sélo con células
LSK-Fanca” corregidas tuvo un 41% de fallo de injerto y el quimerismo de los receptores alcanzé
el 16,68 + 4,23%. Sin embargo, el grupo de receptores co-infundido con Ad-MSCs no presentd
ningun fallo de injerto y alcanzé un nivel de quimerismo del donante del 32,03 + 3,05% (Figura

44 B).

A las 16 semanas después del trasplante se valoré el porcentaje de injerto del donante en la SP,
MO, bazo y timo de ambos grupos de estudio. Como en las semanas previas, en la sangre
periférica de los receptores que sélo habian recibido células LSK-Fanca” corregidas, se detect6
un 47% de fallo de injerto y un nivel de quimerismo del 19,56 + 6,20% en todos los receptores.
También en este momento, los receptores co-trasplantados con células corregidas y Ad-MSCs no

mostraron ningun fallo de injerto y se detectd el 38,80 £ 4,53% de células del donante (Figura 45

A).
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Figura 45: Analisis del quimerismo por qPCR en receptores Fanca” trasplantados con células

LSK de donantes Fanca” corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* con o sin Ad-

MSCs a las 16 semanas después del trasplante. Niveles de injerto hematopoyético detectados

por qPCR en receptores Fanca” en (A) SP, (B) MO, (C) Bazo y (D) Timo.
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Resultados similares a los detectados en la SP de fallo de injerto y de quimerismo del donante se

observaron en la MO de ambos grupos de estudio (Figura 45 B).

Todos los receptores que presentaron niveles de quimerismo del donante en la SP mostraron
injerto de donante en el bazo, no apreciandose fallos de injerto en los receptores co-
trasplantados con Ad-MSCs, pero si en los receptores que sdélo recibieron células corregidas.
Ademas, se observaron porcentajes de injerto significativamente mayores en el grupo de
receptores co-infundido con Ad-MSCs (50,34 + 7,76%) comparados con los niveles detectados en
el bazo de los receptores que sélo recibieron células LSK-Fanca” corregidas (19,67 + 6,49%)

(Figura 45 C).

En el timo, todos los receptores que habia sido co-infundidos con Ad-MSCs presentaron injerto
del donante, alcanzando el 38,15 + 6,08% de quimerismo. Sin embargo, sélo en el 53% de los
receptores que habian recibido células LSK-Fanca” corregidas se detectaron células del donante

(18,83 £ 6,84%) (Figura 45 D).
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Figura 46: Analisis del nimero de copias del vector PGK-FANCA-wPRE* por gPCR en receptores

Fanca” trasplantados con células LSK de donantes Fanca” corregidas con o sin Ad-MSCs que

presentaron injerto del donante a las 16 semanas después del trasplante. NUmero de copias del

vector por células en (A) SP, (B) MO, (C) Bazo y (D) Timo de receptores Fanca™".
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También se estudid el nimero de copias del vector por células en los érganos analizados. Todos
los receptores que presentaban algin grado de quimerismo en la SP, MO, bazo y timo
presentaban copias del vector en sus células (Figura 46). Tanto en SP, MO, bazo y timo el

numero de copias fue similar siempre cercano a 1 copia del vector por célula (Figura 46 A-D).

En este modelo de ratén con alto riesgo de fallo de injerto, los resultados indican que la co-
infusidon de Ad-MSCs evita el fallo de injerto y mejora el nivel de quimerismo del donante tras el
trasplante de células LSK-Fanca” corregidas genéticamente. Estas observaciones tienen gran
relevancia clinica en el contexto de los protocolos actuales de terapia génica hematopoyética,
pues sugieren que la infusién de MSCs junto con las CMHs corregidas limitaria los fallos de
injerto y mejoraria los niveles de reconstitucién de las células corregidas en pacientes no

acondicionados o acondicionados con dosis submieloablativas.
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1.- Las Ad-MSCs mejoran el injerto de células LSK en receptores

congénicos.

Las células estromales mesenquimales comprenden una poblacién heterogénea de
células multipotentes que pueden ser aisladas de varios tejidos y cultivadas ex vivo para uso
clinico (38, 70, 189). Su aplicacion mas frecuente se basa en sus propiedades inmunosupresoras,
como por ejemplo para el tratamiento de EICH severa resistente a corticoides en trasplantes
alogénicos de CMHs (127, 128). Tanto la experiencia clinica como la experimental apoyan que la
infusidn de MSCs in vivo es segura, pues hasta el momento no se ha detectado ninglin evento de
transformacion tumoral generada durante su expansién in vitro, ni ninglin efecto adverso

derivado de su administracién in vivo (125, 128, 129).

Una aplicacién menos estudiada de las MSCs es su efecto sobre el injerto de CMHs en
receptores sometidos a trasplantes hematopoyéticos. Distintos estudios experimentales han
demostrado un efecto beneficioso de las MSCs sobre el injerto hematopoyético en trasplantes
xenogénicos (6, 32, 178, 184). En estos estudios, ratones NOD/SCID fueron co-trasplantados con
células madre hematopoyéticas CD34" humanas y MSCs, observandose en todos los casos una

mejora del injerto hematopoyético humano con respecto a una infusién sin MSCs.

En humanos, las MSCs también han sido aplicadas a nivel clinico para incrementar y/o acelerar
el injerto hematopoyético en trasplantes alogénicos con riesgo de fallo de injerto (13, 64, 130,
259, 260). Uno de los factores de riesgo a tener en cuenta es la propia enfermedad de base del
paciente. Asi, Fang y colaboradores (64) publicaron dos casos pediatricos con anemia aplasica y
fallo de injerto tras recibir un trasplante alogénico de un familiar histocompatible. En estos
pacientes, trasplantes posteriores de células CD34" alogénicas del mismo donante junto con

MSCs generaron un injerto hematopoyético estable y con quimerismo completo del donante.

También se han encontrado efectos beneficiosos en pacientes en donde el factor de riesgo
estaba asociado al trasplante de MO de donantes familiares con diversos grados de disparidad
HLA o de donantes no relacionados. Es de destacar el trabajo de Le blanc y colaboradores (130)
en el que tres pacientes que habian tenido un fallo de injerto en trasplantes previos fueron co-
trasplantados con CMHs y MSCs, previniendo esta vez el fallo de injerto previo y detectandose
un injerto linfocitario precoz con respecto a la experiencia previa, no sélo en estos pacientes
sino también en otros cuatro pacientes. También relacionado con el tipo de donante, en otro
estudio llevado a cabo por Ball y colaboradores (13), se realizaron trasplantes haploidénticos en

pacientes pediatricos con distintas patologias hematoldgicas, donde se mostré que la co-
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infusién de MSCs y CMHs alogénicas evitaba el 15% de fallo de injerto observado en un grupo
histérico control. Resultados similares se obtuvieron mds recientemente en un ensayo llevado a
cabo por Wu y colaboradores (260) que incluyd a cincuenta pacientes trasplantados con CMHs
de donantes haploidénticos, en los que se co-infundieron MSCs sin que se detectara ningln

fallo de injerto hematopoyético.

Es de destacar un estudio en el que dos pacientes con aplasia producida tras un trasplante con
CMHs de donantes con grupo ABO incompatible fueron infundidos con las MSCs alrededor de
tres meses después del trasplante (65). De manera llamativa, la infusién aislada de MSCs

recuperd la hematopoyesis generada a partir de CMHs trasplantadas con antelacién.

Puesto que las MSCs poseen propiedades inmunosupresoras importantes y en todos estos casos
mencionados se trataba de trasplantes alogénicos, una explicacidn sobre la eficacia de las MSCs
para el injerto hematopoyético podria estar relacionada con estas propiedades (129, 262), que

limitarian la respuesta inmune del receptor contra el injerto.

A pesar de los resultados descritos, existen otros estudios clinicos en los que la infusién de MSCs
no mostrd ningun efecto. Es de recalcar que en estos casos los trasplantes fueron realizados con
sangre de cordén umbilical con alto grado de histocompatibilidad y a las dosis de CMHs
recomendadas (19, 80, 146). Asi, en un estudio llevado a cabo por MacMillan y colaboradores
(146) ocho pacientes recibieron CMH de sangre de cordén y todos fueron infundidos con MSCs.
En este trabajo el momento de la infusién de las MSCs fue variable, cinco de ellos recibieron las
MSCs cuatro horas antes del trasplante y tres recibieron dos dosis de MSCs, la primera, cuatro
horas antes del trasplante y la segunda 21 dias después. Todos los pacientes injertaron, sin
detectarse diferencias en el injerto hematopoyético comparado con el grupo control. En un
estudio piloto llevado a cabo por Gonzalo-Daganzo y colaboradores (80) en nueve pacientes
trasplantados con CMHs de sangre de corddn como tratamiento de neoplasias hematoldgicas, la
infusion de las MSCs 24h después del trasplante no produjo ningun efecto sobre el injerto.
Resultados similares obtuvieron Bernardo y colaboradores en otro estudio llevado a cabo en 13
pacientes pediatricos con distintas patologias hematoldgicas tras la infusion de MSCs 4h antes

del trasplante de CMHs (19).

Estos ultimos estudios comparten algunas caracteristicas que podrian explicar la ausencia de
efecto de las MSCs. La primera es que las MSCs no fueron co-infundidas junto con las MSCs, sino
qgue su administracion fue adelantada o retrasada varias horas respecto a la infusién de las
CMHs. En segundo lugar, la dosis de CMHs que recibieron fue la dosis recomendada para el tipo

de trasplante que se estaba realizando. Es decir, pareceria que las MSC son eficaces para la



mejora del injerto hematopoyético cuando las condiciones del trasplante no son las deseadas,
por ejemplo, donantes no relacionados, identidad HLA no idéntica y patologias de base con
dificultades de injerto, todas ellas, situaciones en las que el aspecto inmunolégico podria jugar

un papel de especial importancia.

En la mayoria de los estudios descritos, las MSCs procedian de un segundo donante diferente al
donante de las CMHs, la mayoria de la veces de un donante haploidéntico, pero en muchos
casos de donantes no relacionados y no histocompatibles, sin que se encontrara ninguna
correlacién entre el origen de las MSCs y su eficacia sobre el injerto (13, 19, 64, 69, 80, 148,

259).

El papel que las MSCs podrian tener sobre el injerto hematopoyético en el que no mediaran
estos efectos inmunosupresores, como es el caso de los trasplantes autdlogos, es un aspecto
que ha sido muy poco estudiado. En un estudio descrito por Ko¢ y colaboradores (116),
pacientes sometidos a trasplantes autdlogos para el tratamiento de cancer de mama fueron co-
infundidas con MSCs junto con las CMHs. Los resultados demostraron que la co-infusidn de las
MSCs no producia ningun efecto adverso, pero no se demostré ningun efecto beneficioso sobre

el injerto hematopoyético debido a la ausencia de un grupo control comparativo.

En su conjunto, en la actualidad se desconoce si existe un efecto de las MSCs directo que
favorezca el injerto de progenitores hematopoyéticos sin que medie un efecto inmunosupresor
presente en el contexto alogénico. Si esto se demostrara, se abriria un nuevo campo de
aplicacion de las MSCs para trasplantes autdlogos en los que existiera riesgo de fallo de injerto,
por ejemplo, debido a la infusién de un bajo nimero de CMH, a un acondicionamiento de
intensidad muy reducida o a la patologia de base del receptor. Este podria ser el caso de los
trasplantes incluidos en protocolos de terapia génica, en los que las MSCs facilitarian el injerto

de un bajo nimero de CMH modificadas genéticamente.

Por ello, en este trabajo se ha estudiado el efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto
hematopoyético en un contexto de trasplante de progenitores hematopoyéticos autdlogos con
fenotipo linaje’, Sca-1", c-Kit" (LSK). En la mayoria de los trabajos publicados sobre MSCs, la
fuente de obtencion de las MSCs fue la MO. En este estudio hemos utilizado Ad-MSCs debido a
la facil disponibilidad y cultivo de estas células y a que las caracteristicas fenotipicas vy

funcionales de las Ad-MSCs y las MO-MSCs son similares (73, 191, 262).

Este posible efecto de las Ad-MSCs se ha testado en un modelo de trasplante congénico de

ratén basado en la infusidn de células LSK de donantes CD45.1/CD45.2 en receptores CD45.2.

Discusion

101



1

Discusion

o

2

Esta diferencia fenotipica no genera una respuesta inmune y permite detectar las células del

donante injertadas.

En los trasplantes de CMHs para el tratamiento de patologias hematoldgicas malignas se utilizan
acondicionamientos mieloablativos con el fin de erradicar la enfermedad de base del paciente,
ademas de para preparar el nicho hematopoyético para el anidamiento de las CMHs infundidas.
Sin embargo, los acondicionamientos de este tipo llevan asociados una alta toxicidad (12). Por
ello, en la actualidad se utilizan de forma creciente acondicionamientos no mieloablativos o de
intensidad reducida. Sin embargo, este tipo de acondicionamientos puede dificultar el injerto
hematopoyético, al estar el nicho de la médula ésea ocupado con la hematopoyesis enddgena

del receptor.

Para detectar el posible efecto beneficioso de las Ad-MSCs, en este trabajo se ha realizado un
acondicionamiento submieloablativo seguido del trasplante congénico de un nimero bajo de
células LSK, desarrollando asi un modelo en el que el injerto hematopoyético del donante
estuviera limitado. Resnick y colaboradores (198) demostraron que un acondicionamiento
submieloablativo seguido de la infusién de células LSK congénicas producia un injerto estable,
dependiente de la dosis de radiacion administrada. En este trabajo, los receptores
acondicionados con una dosis de radiacidon de 7 Gy y trasplantados con una dosis reducida de
células LSK (1.500), presentaron niveles de quimerismo del donante del 60% a 4 semanas post-
trasplante (Figura 16 B). Este elevado nivel de injerto probablemente se explicaria porque se
trata de una dosis de radiacidn asociada una alta mortalidad de la hematopoyesis endégena, lo

que favoreceria el injerto del donante.

Los receptores acondicionados con 3 Gy presentaron niveles de quimerismo muy bajos (Figura
16 D), consistente con una baja mortalidad de la hematopoyesis enddgena, lo que dificultaria el
anidamiento de las células LSK infundidas en la médula ésea. Los ratones que recibieron una
dosis intermedia de radiacion de 5 Gy, mostraron un injerto de alrededor del 20% (Figura 16 C),
dosis que se eligi6 para investigar el posible efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto

hematopoyético.

En un segundo paso, utilizando las mismas dosis de radiacién y de células LSK, se comprobé el
efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en los receptores. Los experimentos
mostraron que la co-infusion de Ad-MSCs no tenia ninglin impacto en el injerto de células LSK
(1.500), ni en receptores acondicionados con 7 Gy, que se mantuvieron elevados en todos los

casos, ni de 3 Gy, los cuales siempre fueron bajos. Estos resultados indicaban que en los casos



en los que el acondicionamiento facilitaba (7 Gy) o dificultaba en exceso (3 Gy) el injerto

hematopoyético de las células LSK, las Ad-MSCs no producian ningun efecto (Figura 18 B).

De manera interesante, cuando las Ad-MSCs se infundieron junto con las células LSK tras una
dosis de radiacion de 5 Gy, se detecté un aumento muy significativo en los niveles de
quimerismo de las células LSK del donante, duplicando los niveles detectados en ausencia de Ad-
MSCs (Figura 18 B). Estos resultados apuntaban a que con esta dosis de radiacion, se producia
una eliminacién moderada de la hematopoyesis enddgena pero suficiente para permitir el

injerto hematopoyético y que éste aumentase significativamente con la co-infusién de las MSCs.

Park y colaboradores (184) observaron que en ratones NOD/SCID trasplantados con células
humanas CD34", el injerto humano era dependiente de la dosis de MSCs trasplantadas. En
concordancia con este estudio, los resultados obtenidos en este trabajo también mostraron un
efecto dependiente de la dosis de Ad-MSCs en los trasplantes congénicos realizados (Figura 19).
Este incremento fue significativo durante las primeras 4 semanas después del trasplante, aun
con dosis relativamente bajas de MSC. A las 8 y 12 semanas, a pesar de que los injertos fueron
siempre superiores en el grupo que recibié Ad-MSCs, sélo los grupos que fueron infundidos con
las dosis elevadas de Ad-MSCs (6x105 o mas Ad-MSCs/ratdon), se mantuvo una diferencia
significativa entre los grupos de estudio. Es de recalcar que a nivel clinico, la mera mejora del
injerto a corto plazo en los pacientes tiene marcada importancia, pues es un periodo
especialmente critico para la aparicién de infecciones oportunistas favorecidas por la leucopenia

y por la necesidad de transfusiones de hematies y plaquetas.

En los siguientes experimentos, basados en trasplantes seriados a receptores secundarios y
terciarios, se demostré que las Ad-MSCs no sélo aumentaban el injerto de células
hematopoyéticas responsables de la reconstitucion a corto plazo (ST), sino que también lo
hacian con las células responsables del injerto a largo plazo (LT), las verdaderas CMHs (Figura
20). Asi, se observé un mayor nimero de células LSK injertadas en los receptores primarios que
habian recibido 1.500 células LSK junto con 600.000 Ad-MSCs, lo que parecia indicar que las Ad-
MSCs favorecian el homing de las células LSK hacia el nicho hematopoyético de la médula 6sea.
Esta hipdtesis fue confirmada por los experimentos de biodistribucion, en los que se observd
que las Ad-MSCs aumentaban el nimero de células LSK detectadas en la MO de los receptores

durante las primeras horas tras el trasplante (Figura 21).

El mecanismo por el que actuan las Ad-MSCs sobre el injerto hematopoyético en un contexto
autélogo podria deberse a varias causas. Se ha demostrado que el estroma puede dafiarse por

los efectos de la quimio/radioterapia, incluyendo la administrada durante el acondicionamiento
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previo al trasplante. Es decir, que el soporte podria estar dafiado y el injerto de los progenitores
hematopoyéticos infundidos podria estar comprometido (41, 71), por lo que se ha postulado
gue las MSCs podrian mejorar este estroma al contribuir con la regeneracion del microambiente
medular (116). Hay que tener en cuenta que las MSCs son un componente esencial del nicho
hematopoyético donde contribuyen a su estructura y a la auto-renovacién, proliferacion y
diferenciacién de las CMHs a través de la secrecion de numerosos factores de crecimiento y
citoquinas (38, 111, 159, 189). Sin embargo, practicamente la totalidad de los estudios coinciden
en que el estroma, aun después de acondicionamientos mieloablativos, sigue siendo de los
receptores (212) y son muy limitados los casos en los que se ha detectado el injerto de MSCs
aisladas a tiempos mas prolongados tras el trasplante (31, 32) por lo que éste no parece ser el

mecanismo subyacente (212).

Otro de los posibles mecanismos podria ser paracrino, como consecuencia de la secrecion de
diferentes factores de crecimiento y citoquinas por estas células, tales como IL-6, IL-11, el factor
inhibidor de la leucemia (LIF), stem cell factor (SCF) o el ligando Flt-3. (38, 189). Estos podrian
incrementar el anidamiento y la proliferacién de las CMHs que llegaron a la MO, favoreciendo la

aparicion de células hematopoyéticas del donante en la sangre periférica de los receptores.

Para valorar esta posibilidad, se administraron Ad-MSCs por via intravenosa junto con las células
LSK o por via intraperitoneal. Los resultados obtenidos mostraron que cuando las Ad-MSCs no
eran co-infundidas junto con las células LSK, el efecto beneficioso de las Ad-MSCs sobre el
injerto hematopoyético no era detectable, comparado con el incremento detectado en el
quimerismo cuando ambas poblaciones se infundian simultdneamente por via intravenosa
(Figura 23). Estos resultados contrastaban con los obtenidos previamente por nuestro grupo
(182), en el que las Ad-MSCs trasplantadas por via intraperitoneal eran capaces de controlar la
enfermedad injerto contra huésped (EICH) en ratones trasplantados con células de MO
alogénicas, indicando que los factores solubles liberados por las Ad-MSCs eran un factor clave

para el control del EICH, pero no para la mejora del injerto hematopoyético.

Para confirmar esta falta de efecto, se infundié de forma fraccionada la dosis de MSCs eficaz
(dosis iguales o superiores a 6x10° MSC/ratén), por lo que la dosis co-infundida
simultdneamente junto con las LSK era siempre inferior a la dosis eficaz. Una vez mads, se
confirmé que era necesaria la co-infusidon simultanea de la dosis minima de Ad-MSCs definida en

los experimentos de dosis /dependencia, para detectar una mejora del injerto (Figura 22).

Estos resultados, junto con la observacion de que bastaban 10 minutos de incubacion para que

la mayoria de las células LSK co-localizaran con las Ad-MSCs (Figura 24), indicaban que la



interaccion LSK-Ad-MSCs es un requisito para aumentar el injerto de las células LSK
trasplantadas. Las imdagenes obtenidas mediante el citémetro de flujo ImageStream100
confirmaron que existia una interaccidn directa entre las Ad-MSCs y las células LSK. Es decir, las
Ad-MSCs podrian estar interaccionando con los progenitores hematopoyéticos a través de
algunas de las numerosas moléculas de adhesidn que expresan, tales como VCAM-1, VLA-4 o
CD44 (51, 187, 245) y que la expresion de receptores quimiotacticos en las Ad-MSCs, como
CXCR4, favoreceria la migracidon de ambas poblaciones hacia la MO en respuesta a gradientes de

guimioquinas como CXCL12, CXCL13 o CXCL16 (214).

Los resultados obtenidos en este estudio podrian tener una aplicacion practica en los trasplantes
autologos de CMHs, particularmente en el campo de la terapia génica, donde la infusion de un
numero bajo de CMHs y el uso de un régimen de acondicionamiento de baja intensidad podria
ser un impedimento para reestablecer la hematopoyesis de los pacientes trasplantados con

CMHs autdlogas corregidas por terapia génica.

2.- Las Ad-MSCs evitan el fallo de injerto asociado al trasplante de dosis
limitantes de CMHs Fanca/- corregidas genéticamente en receptores

singénicos.

Para demostrar que las MSCs podrian mejorar el injerto hematopoyético de CMHs
autélogas corregidas mediante terapia génica, se testd esta hipdtesis en un modelo de ratén con
alto riesgo de fallo de injerto y con relevancia clinica. Dado que la Divisién de Terapias
Innovadoras en Hematopoyesis estd coordinando un protocolo clinico de terapia génica en

pacientes con Anemia de Fanconi (AF), elegimos un modelo de ratdn con esta patologia.

La anemia de Fanconi es una enfermedad rara caracterizada por malformaciones congénitas,
predisposicién a la formacién de tumores y por el desarrollo progresivo de fallo de médula ésea
(121, 235). Estd causada por la mutacion en alguno de los 19 genes que participan en la ruta de
reparacion del ADN Fanconi/Brca2. El grupo de complementacién A, caracterizado por
mutaciones en el gen FANCA (44, 237), representa al 68% de los pacientes con AF en el mundo y

al 80% de los pacientes con AF en Espaiia (33, 147).

El fallo de médula dsea y las complicaciones derivadas de este estado, es la mayor causa de
muerte de estos pacientes, siendo el trasplante alogénico de CMHs el Unico tratamiento
curativo disponible (8). Sin embargo, tiene un alto riesgo de morbilidad y mortalidad a causa de

la toxicidad de la quimio/radioterapia aplicadas como acondicionamiento, las infecciones
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oportunistas o el EICH (43, 76, 147). Para los pacientes con AF sometidos a trasplantes
alogénicos que cuenten con donantes hermanos compatibles sanos, la supervivencia a 10 afios
es mayor al 80% (66). Sin embargo, esta opcidn no esta disponible en la mayoria de los casos,
por lo que es necesario realizar el trasplante con donantes alternativos, es decir, con donantes
no relacionados o con donantes haploidénticos o HLA no-idénticos. En la AF, los resultados con
donantes alternativos son peores que en otras patologias, debido a la mayor severidad de las
complicaciones de este tipo de trasplantes, generando porcentajes de supervivencia media a

largo plazo del orden del 30% (89, 147).

Existen distintos modelos de raton para la AF. A pesar de que estos modelos no comparten
todas las caracteristicas del fenotipo humano, como los defectos hematoldgicos espontaneos, el
desarrollo de tumores (42, 185, 256) o la hipersensibilidad a la radiacién (34), si comparten con
los pacientes con AF algunos fenotipos, como son la hipersensibilidad a agentes intercalantes
del ADN (42, 200, 265), siendo una buena herramienta para la investigacion de la enfermedad,
incluyendo el ensayo de nuevos tratamientos. Por todos estos aspectos, en este trabajo se
generd un modelo de trasplante con alto riesgo de fallo de injerto, utilizando ratones deficientes

en el gen Fanca (Fanca™).

Antes de valorar el efecto de las MSCs sobre el injerto hematopoyético singénico en ratones

” se caracterizaron distintos aspectos particulares de las células LSK Fanca” que pudieran

Fanca
tener impacto en el estudio, como su capacidad de injerto en estos ratones. Asi, se constaté
que los ratones Fanca™” presentaban un porcentaje de células LSK inferior a las observadas en
los ratones WT con el mismo fondo genético (FVB) (Figura 26), lo que diferia de las

observaciones de otros trabajos en los que estas diferencias no alcanzaron significacion (200).

A diferencia de lo observado con los ratones WT, el trasplante de células LSK Fanca” en

receptores Fanca” evidencié un problema de injerto hematopoyético importante (Figura 34).
Este fallo de injerto ya habia sido descrito en ratones con mutaciones en Fancc”” y Fancd1” (92,
175). Distintos estudios han mostrado que una capacidad de injerto defectuosa de las CMHs
puede estar asociada con la pérdida de quiescencia y una excesiva proliferacién (102, 238). Esta

posibilidad fue confirmada con el analisis del ciclo celular de las células LSK-Fanca”

, en el que se
observé una proporcion significativamente menor de células en fase de quiescencia comparada
con la de ratones WT FVB (Figura 28). Este hecho podria ser una consecuencia de la posible

implicacion de las proteinas FA en la activacion de los puntos de control del ciclo celular (109).

Por otro lado, el trasplante de dosis bajas de células LSK-WT (1.500 6 3.000), capaces de injertar

-/-

en receptores WT, producia un fallo de injerto en el 30% de los receptores Fanca”, siendo



necesario infundir una dosis superior de células (5.000 células LSK) para evitar el fallo de injerto
(Figura 32). Estos resultados parecian indicar que los problemas de injerto observados con

células LSK-Fanca”

no eran sélo consecuencia de la reducida capacidad de injerto de estas
células, sino que ademas el microambiente medular de los receptores Fanca” podria tener
alguna deficiencia para alojar células hematopoyéticas, incluyendo las LSK-WT sanas. Se conoce
poco acerca del nicho hematopoyético de los pacientes con AF, sin embargo, se ha observado
que MSCs derivadas de ratones con mutaciones en el gen Fancg” tienen una capacidad

disminuida para mantener la hematopoyesis en cultivo, lo que podria apoyar la posibilidad de

fallos en el microambiente medular (136).

/

A diferencia de lo observado en los trasplantes de células LSK-Fanca”” en receptores Fanca'/',

en
los que se observd una progresiva pérdida del injerto del donante (Figura 34), los receptores
Fanca” gue injertaron tras la infusidon de células LSK-WT tuvieron un injerto creciente (Figura
32). Estos resultados correlacionaban con los obtenidos en el estudio de las subpoblaciones de
células LSK-WT o Fanca'/', que parecian indicar que los injertos de células LSK Fanca™” podrian
tener una durabilidad menor que las de las células LSK-WT debido a la mayor proporcion de

CMH-ST en decremento de la proporcion de CMH-LT (Figura 29).

Ademas, en los receptores Fanca”’, dosis bajas de células LSK-WT produjeron niveles de injerto
elevados a largo plazo, llegando a observarse un quimerismo completo del donante en la SP del
receptor. Estos resultados parecian indicar una ventaja proliferativa de las CMHs sanas sobre las
CMHs Fanca” enddgenas (Figura 32). Resultados similares fueron descritos en receptores
Fancd1” tras el trasplante de CMHs WT (175). En este sentido, como era de esperar, tras el
trasplante de células LSK-Fanca” en receptores WT con acondicionamiento submieloablativo,

no se observd ningun injerto del donante (Figura 33), indicando una desventaja de las CMHs

Fanca” frente a las CMHs WT enddgenas.

En un trasplante de CMHs, una vez que éstas entran en el torrente sanguineo inician un proceso
de homing, proceso por el cual llegan a la MO, en donde anidan y proliferan, facilitando la
reconstitucién del receptor (96). Se ha observado que las CMHs humanas deficientes en el gen
FANCA muestran defectos de adhesidn y anidamiento celular, asociados a una desregulacion de
la actividad de la proteina Cdc42 (268). Sin embargo, son numerosas las proteinas de adhesion
que estan implicadas en el viaje de las células por el torrente sanguineo hasta la MO. Los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la expresion de algunas de las moléculas
adhesién mas importantes para el homing y anidamiento de las CMHs en el nicho

hematopoyético, era similar entre las células LSK-Fanca” y LSK-WT. Tampoco se observaron
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diferencias significativas en la expresion de la quimioquina CXCR4 (Figura 30), de forma similar a
lo descrito en otro estudio en el que se observd una expresion similar de CXCR4 en CMHs de

ratones Fanca’/’, Fancc’/’, Fancd2” y ratones WT (213).

”* confirmaron que las células eran

Los experimentos de biodistribucién de células LSK-Fanca
capaces de llegar no sélo a la MO (Figura 35), sino a otro drgano hematopoyético importante en
el ratédn como es el bazo (42, 169). Esto explicaria la presencia de células del donante en la
sangre periférica en los dos receptores Fanca” en los que las LSK Fanca” corregidas del donante
no habrian injertado en la MO pero si en el bazo (Figura 40), en donde se generaria la progenie

detectada en la sangre periférica.

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos indican que tanto las CMHs de los ratones

/

Fanca” como su nicho hematopoyético en la MO poseen deficiencias que dificultan el injerto

hematopoyético singénico.

En el 10-15% de los pacientes con AF se observa un mosaicismo somatico, que actlia como una
terapia génica natural, evidencidndose la ventaja proliferativa de las CMHs que han revertido en
su mutacidn patogénica en uno de los alelos (88, 252). Este hecho, constituye la base principal
para sugerir que el trasplante de un nimero limitado de CMHs corregidas genéticamente podria
repoblar la hematopoyesis de forma progresiva y normalizar la hematopoyesis de los pacientes
con AF (199). Sin embargo, existen dos limitaciones importantes para poder llevar a cabo una
terapia génica en las células autdlogas de MO de pacientes con AF: la hipersensibilidad de los
pacientes a los agentes citotdxicos utilizados en el acondicionamiento de los receptores y el
limitado nimero de progenitores que puede obtenerse de los pacientes, progenitores que
ademads son hipersensibles a las condiciones de cultivo ex vivo necesario para su correccién

(185).

Estudios previos han demostrado una ventaja selectiva de las CMHs de FA corregidas sobre las
CMHs no corregidas (93, 199). Esto aumentaria la eficacia de una terapia génica sugiriendo que
el injerto de un numero limitado de células corregidas podria tener un efecto terapéutico
significativo (171). En este trabajo, se realizaron trasplantes con progenitores de ratones Fanca™
corregidos mediante terapia génica, si bien no se pudo confirmar tal ventaja selectiva por parte

de las CMHs Fanca” corregidas genéticamente (Figura 42). Ademas, se detectd que la infusién

de células LSK-Fanca” corregidas producia un 30% de fallo de injerto, llegando a alcanzar mas
del 50% cuando se infundian las dosis mas bajas de células (Figura 39). Sin embargo, en aquellos
receptores en los que se habia detectado niveles basales de quimerismo, el andlisis a 16

semanas después del trasplante mostréo que las células del donante injertadas estaban



corregidas genéticamente, demostrado por la deteccidn de copias provirales (Figura 41). Esto

confirmaba, ademads, que la integracién del transgen se mantenia estable a largo plazo.

Porcentajes de fallo de injerto similares se observaron en los experimentos en ratdn realizados
por Miiller y colaboradores en los que la infusién 2.000 células LSK-Fanca”” transducidas durante
94 horas con un vector lentiviral, en receptores con radiacidon mieloablativa, mostraron fallo de
injerto en el 45% de los receptores Fanca” (170). Sin embargo, en otro grupo de ratones
trasplantados con CMHs de ratones Fanca” transducidas en periodos cortos de tiempo de 4h, se
detectd injerto del donante en todos los receptores. Estas observaciones sugieren que son
necesarios tiempos de cultivo ex vivo reducidos para preservar el injerto de las células Fanca”
genéticamente modificadas y que éste sea estable (170). En esta tesis, las condiciones dptimas
en las que se obtuvieron mayores porcentajes de transduccidén consistieron en tiempos de
transduccion de 18 horas, las cuales preservaban las CMHs como se demuestra por la capacidad

de reconstitucion de estos progenitores, a pesar de que el cultivo estimulaba la entrada de las

células LSK en la fase G; del ciclo celular (Figura 38).

En los trasplantes alogénicos realizados para el tratamiento de patologias hematoldgicas, el fallo
de injerto es poco frecuente pero potencialmente fatal, pues genera pancitopenias severas y
prolongadas e inmunodeficiencia. Este fallo se puede manifestar tanto por la ausencia de injerto
inicial o por una pérdida progresiva tras un injerto inicial. Los factores de riesgo asociadas con el
fallo de injerto incluyen donante no familiar, menor grado de compatibilidad HLA (46, 81),
régimen de acondicionamiento de baja intensidad (15, 151) y la eliminacidn de células T de los
injertos, pues estos dos ultimos aspectos colaboran con la preparacidn el nicho hematopoyético
para el injerto de las CMHs del donante (81, 82). Algunas patologias hematolégicas no malignas
como la anemia apldsica o hemoglobinopatias, en los que las reacciones inmunes pueden tener
un papel en la generacion de la enfermedad, la edad y el sexo del donante también influyen en

los fallos del injerto en el trasplante (110, 165).

El fallo de injerto en pacientes con AF es un problema grave que afecta a un tercio de los
pacientes con AF sometidos a un trasplante alogénico de CMHs con donantes no relacionados,
en los que ademas la incidencia de EICH es del 50%-70% (76, 147, 149). Antes de la utilizacién
del farmaco inmunosupresor Fludarabina, los fallos de injerto eran incluso mas frecuentes en
pacientes con mosaicismo de células T (145), sugiriendo que la presencia de células T resistentes
a la quimioterapia aumentan el riesgo de rechazo (147). De estas complicaciones resulta claro
que la utilizacidon de células autdlogas en los trasplantes de pacientes con AF podria tener un

beneficio evidente con respecto a los trasplantes alogénicos.
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En los ensayos de terapia génica una gran limitacion es la obtencién de cantidades suficientes de
CMHs para su modificacion genética. Hasta el momento, se han realizado dos ensayos clinicos
de terapia génica en pacientes con AF. En estos ensayos, pacientes con mutaciones en los genes
FANCC o FANCA fueron trasplantados con células CD34" pre-estimuladas y transducidas con
vectores y-retrovirales durante 5-7 dias, tras los cuales fueron infundidas a los pacientes. En
estos trasplantes, la disponibilidad de células sélo permitid la infusion de un ndmero de células
CD34" alrededor de 50 veces menor al infundido habitualmente en los trasplantes
convencionales. Los progenitores hematopoyéticos infundidos no injertaron de forma estable en
los receptores, detectdndose inicialmente un nimero muy bajo de células corregidas en la

sangre periférica de los pacientes (108, 138, 139).

En los trasplantes realizados en esta tesis, en un contexto singénico, uno de los factores de
riesgo estaria generado por el uso de un acondicionamiento no mieloablativo, en el que
sobreviven un numero significativo de CMHs enddgenas que limitaria el injerto de las células del
donante. En un estudio realizado por Olson y colaboradores en pacientes sometidos a
trasplantes alogénicos, aquellos que recibieron acondicionamientos de intensidad reducida o no
mieloablativos, tuvieron una incidencia de fallo de injerto del 8% y el 19%, respectivamente. Por
el contrario, soélo el 3% de los casos con acondicionamientos ablativos presentaron fallo de

injerto (179).

Los resultados obtenidos hasta el momento no revelan claramente si en los pacientes con AF es
necesario un acondicionamiento mieloablativo/inmunosupresor para obtener un injerto estable
de CMHs corregidas genéticamente (237). Sin embargo, la experiencia previa con trasplantes de
CMHs alogénicos en estos pacientes ha mostrado la alta toxicidad de los regimenes de
acondicionamientos utilizados sin complicaciones en pacientes con otro tipo de anemia aplasica
(66, 77). Establecer la aproximacidon dptima para conseguir un injerto estable y a largo plazo, sin
excesiva toxicidad, ha sido un reto para pacientes con AF ya que por su defecto en la correccién
del ADN presentan una mayor toxicidad a las dosis convencionales de quimioterapia y/o
radioterapia (7, 78). Distintos estudios han mostrado que la ablacidn de la hematopoyesis, con la
toxicidad que conlleva, no es necesaria en los modelos de ratén para Fancc” y Fancd1” (92,
199). Asi, en los resultados aqui obtenidos, la infusién de 1.500 células WT en ratones Fanca”
con acondicionamiento submieloablativo resulté en un 30% de fallo de injerto, mientras que en
el trabajo de Miiller y colaboradores (170), la infusion de 2.000 células LSK WT en receptores

Fanca” acondicionados de forma mieloablativa no produjo ningun fallo de injerto.



Es de destacar que el co-trasplante de Ad-MSCs junto con un nimero reducido de células LSK-
WT o de células LSK-Fanca” corregidas genéticamente evitd el fallo de injerto asociado al
trasplante del mismo ndimero de células LSK sin las Ad-MSCs en receptores Fanca” (Figura 36y
Figura 44). En este trabajo se ha demostrado que el mecanismo por el que las Ad-MSCs podrian
estar evitando el fallo de injerto en receptores es el de células transportadoras de las CMHs

'/', en los que el microambiente

hasta el nicho medular. Sin embargo, en los receptores Fanca
medular podria estar alterado, el efecto de las MSCs podria estar mediado ademas por su
contribucion a la funciéon del nicho medular. Ademas, la sobreexpresidon de las citoquinas
inflamatorias TNF-a e IFN-y que se ha observado en la MO de los pacientes con AF (56) podria

estar desencadenando una accién inmunosupresora por parte de las Ad-MSCs (117, 197).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las MSCs son un componente del nicho
hematopoyético, necesario para el mantenimiento y diferenciacion de las CMHs (38, 189). Tras
la infusidn de las MSCs, su identificacion en la MO es complicada, no pudiendo ser detectadas en
la mayoria de los casos. Estudios realizados sobre la MO de pacientes sometidos a trasplantes
alogénicos han descrito que el estroma de los pacientes continta siendo del receptor, incluso
después de acondicionamientos mieloablativos (212). Sin embargo, en algunos estudios
experimentales y clinicos se ha detectado de forma aislada la presencia de las MSCs del donante
en la MO de los receptores (31, 32, 125). En este trabajo no hemos podido analizar si las Ad-

-/-

MSCs infundidas se integraban en el nicho de los receptores Fanca” corregidas, aunque su

estudio en un futuro seria muy interesante.

Por otro lado, a pesar de que el trasplante de células LSK singénicas no deberia producir una
respuesta inmune del receptor a las células del donante, la infusidn de células LSK-Fanca™”
transducidas con el vector PGK-FANCA-wPRE* podria producir una respuesta inmune contra la
proteina FANCA exdgena, la cual no estd presente endégenamente en el receptor. Si este fuese
el caso, las propiedades inmunosupresoras de las MSCs podrian reducir esta respuesta y

favorecer el injerto de las células corregidas que expresan la proteina.

Los resultados obtenidos en el modelo de ratén Fanca” permiten demostrar la eficacia de las
Ad-MSCs para prevenir y evitar el fallo de injerto de CMHs autélogas corregidas genéticamente.
La Anemia de Fanconi podria ser un ejemplo representativo de la aplicabilidad de las MSCs en
protocolos de terapia génica, como los utilizados para el tratamiento de otras enfermedades
monogénicas con riesgo de fallo de injerto, como la granulomatosis crénica (181) o la B-

talasemia (36), con objeto de asegurar el injerto de las CMHs corregidas genéticamente.
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Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral ponen de manifiesto una
nueva propiedad de las MSCs para reducir el fallo de injerto de CMHs en trasplantes autélogos;
en particular, en protocolos de terapia génica hematopoyética. Ademas, la observacion de que
el efecto de las Ad-MSCs sobre el injerto de CMHs es mas significativo cuando se utilizan
acondicionamientos de baja intensidad permitiria reducir la utilizacion de acondicionamientos

altamente téxicos sin que aumenten los riesgos de fallo de injerto.
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1.-Las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo (Ad-MSCs) mejoran
significativamente tanto a corto como a largo plazo el injerto hematopoyético de un
nimero reducido de células de médula dsea con fenotipo linaje’, Sca-1" c-Kit" (LSK)
trasplantadas en ratones congénicos acondicionados con una dosis submieloablativa de

5 Gy.

2.- Las Ad-MSCs co-infundidas aumentan el homing de las células LSK del donante en la

médula ésea de los receptores congénicos.

3.- La co-infusién simultanea de células LSK y Ad-MSCs es imprescindible para la mejora

del injerto hematopoyético mediado por las Ad-MSCs.

4.- La MO de ratones deficientes en el gen Fanca contiene menos progenitores
hematopoyéticos con fenotipo LSK y poseen una menor capacidad de injerto y

reconstitucion comparada con las células LSK de ratones sanos.

5.- La médula 6sea de ratones deficientes en el gen Fanca muestra un defecto para ser
reconstituida por células madre hematopoyéticas en comparacion con la MO de ratones

sanos.

6.- Receptores Fanca” acondicionados con dosis submieloablativas de radiacién (5 Gy)

presentan un 30% de fallo de injerto al ser trasplantados con un ndmero reducido de
células madre hematopoyéticas (1.500 células LSK de donante sano). Sin embargo, la co-
infusion de estas células junto con Ad-MSCs, rescata la capacidad de injerto vy

reconstitucion del inéculo.

7 .- Las células LSK Fanca” corregidas con el vector lentiviral PGK-FANCA-wPRE* poseen

una menor capacidad de injerto y reconstituciéon respecto a inéculos equivalentes de

ratones sanos. Como consecuencia de ello, se observa entre un 80% y un 30% de fallo de

/-

injerto en receptores Fanca’ acondicionados con 5 Gy y trasplantados con dosis de

1.500 a 20.000 células LSK corregidas genéticamente.
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® 8.- La co-infusién de Ad-MSCs evita el fallo de injerto de 10.000 células LSK Fanca”

-/-

corregidas genéticamente y trasplantadas en receptores Fanca” acondicionados con

una dosis submieloablativa de 5 Gy.

COROLARIO:

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral abren una nueva
perspectiva de aplicacién clinica de las MSCs para reducir el riesgo de fallo de injerto en
pacientes sometidos a acondicionamientos de baja intensidad y trasplantados con un nimero
reducido de células madre hematopoyéticas autdlogas, tal como ocurre en determinados

protocolos de terapia génica.
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Las células estromales mesenquimales (MSCs) son un componente esencial del nicho hematopo-

yético, tienen importantes propiedades inmunosupresoras y capacidad de diferenciacion hacia

células de varios tejidos. En esta tesis doctoral se ha demostrado que el co-trasplante de las MSCs
B junto con un bajo nimero de células madre hematopoyéticas (CMHs) mejora el injerto hematopo-
6‘;: yético a corto y largo plazo en trasplantes congénicos con acondicionamiento de baja intensidad.
: Ademas, también se ha demostrado que el contacto directo entre CMHs y MSCs es imprescindible
para la mejora del injerto. Estos hallazgos se han visto confirmados en un modelo de trasplante
con relevancia clinica y alto riesgo de fallo de injerto, en ratones Fanca™. En este modelo, la co-in-
fusion de MSCs con CMHs Fanca”corregidas genéticamente evito el fallo de injerto observado en
trasplantes de CMHs Fanca”corregidas sin MSCs. Tomados en conjunto, los resultados expuestos
en esta tesis doctoral demuestran el potencial de las MSCs para la mejora del injerto de CMHs en
trasplantes autélogos.
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