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PROLEG

Des de la primera aplicaci6 amb exit de la sang de cordé umbilical com a producte
terapeutic 'any 1988, aquesta font cel-lular ha adquirit un paper rellevant en el context
del tractament de malalties hematologiques. Fruit d’aixo i des d’enca, s’ha produit una
intensa activitat cientifica per tal d’aprofundir en el coneixement d’aquesta font cel-lular
i ampliar-ne aixi la seva utilitzaci6. No obstant, a dia d’avui, continuen existint
importants limitacions que tenen una repercussio directe en el tractament dels

pacients, de les quals destaquen els prolongats periodes d’aplasia medul-lar.

Per tal de donar resposta a aquesta problematica, i tenint en compte que la terapia
cel-lular i la medicina regenerativa es postulen com a motors de la medicina del futur,
s’apunta que I'ampliacio en la utilitzacié d’aquesta font cel-lular podria passar per a la
seva utilitzaci6 com a base d'un producte de terapia cel-lular avancada. En aquest
sentit, en les darreres décades, nombrosos grups de recerca han centrat la seva
activitat investigadors en aquest ambit, generant nombroses i diverses aproximacions.
No obstant, sén pocs els que han aconseguit aproximar-se als resultats terapéutics
desitjats en termes de reduccié de periode d’aplasia aconseguits amb les fonts
cel-lulars de primera eleccié: el moll d’os i la sang periférica mobilitzada. Aixi doncs, tot
i els progressos significatius, es continuen plantejant importants reptes cientifics per tal

d’obtenir millors resultats clinics.

Es precisament en aquest punt en el qual s’emmarca aquesta tesi doctoral, doncs el
treball realitzat ha consistit en el desenvolupament d’una terapia cel-lular a partir de

'expansié i especialitzacié selectiva dels progenitors hematopoétics de la sang de

VI



cordd umbilical. El treball es centra en la definicié d’'una estratégia d’expansio per tal
de generar dosis cel-lulars clinicament significatives, aixi com en la caracteritzacio
funcional, tant /n vifro com in vivo, del producte cel-lular resultant. Amb aquesta nova
aproximacio es pretén donar resposta a les creixents demandes de millora en I'is de la

sang de cordd umbilical.
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CAPITOL 1: Introduccié

1.1  CEL-LULES MARE HEMATOPOETIQUES

Les célllules mare hematopoetiques (CMH) es defineixen com a cél-lules amb
capacitat d’autorenovacio i de generacio de tots els llinatges cel-lulars sanguinis, en un
procés anomenat hematopoesi (Domen and Weissman, 1999). L’hematopoesi és un
procés dinamic i finament regulat que transcorre en el seu ninxol habitual, el moll d’os,
el qual esta compost per una série d’elements que es classifiquen en: cel-lules
(poblacions cel-lulars heterogénies, la majoria de les quals d’origen mesenquimal, aixi
com les propies CMH i la seva progénie), matriu extracel-lular (conforma I'estructura
tridimensional del ninxol) i factors de creixement, citoquines i quimioquines (Hines et
al., 2008). Tots aquests elements interaccionen de forma simultania per tal de que el
sistema sigui capa¢ de mantenir 'homeostasi a partir del balan¢g que es dona entre
I'autorenovacio, la diferenciaci6 i 'apoptosi (mort cel-lular) (Domen et al., 2006, Domen
and Weissman, 1999, Zon, 2008, Martinez-Agosto et al., 2007). Una dada que posa de
manifest la rellevancia del procés és la productivitat cel-lular: en un organisme huma
adult, degut a la reduida vida mitja de la majoria de les cél-lules madures efectores, es
produeixen en torn de 1,5x108 cél-lules sanguinies per segon (Bryder et al., 2006,

Hines et al., 2008, Kondo et al., 2003, Mayani, 2010).

Tal com s’esquematitza en la Figura 1.1, la progénie més directa de les CMH sén els
progenitors multipotents (CPH o cel-lules progenitores hematopoétiques), els quals
mantenen la capacitat de donar lloc a cél-lules de tots els llinatges, pero limitats en la
seva capacitat d’autorenovacié. Aquests progenitors multipotents, al seu torn, donen
lloc a progenitors oligopotents, que es caracteritzen per estar compromesos cap a un

dels dos grans llinatges sanguinis: progenitor limfoide comu i progenitor mieloide

5
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comu. Finalment, aquests progenitors oligopotents donen lloc a progenitors més
compromesos dels diferents llinatges a partir dels quals es generen totes les cél-lules
madures sanguinies (Bryder et al., 2006). Aquest esquema de diferenciacié en
diversos nivells presenta una série d’avantatges; per una banda, permet la generacio
d’'un ampli nombre de cél-lules madures a partir d'una unica CMH. A més, aquesta
caracteristica té associada I'avantatge d’adaptar-se a les demandes homeostatiques
d’'un determinat tipus de cél-lules madures efectores. Per altra banda, aquest esquema
de diferenciacié jerarquica té la particularitat de posar molt poca pressio proliferativa
en la poblacié de CMH, la qual cosa els permet residir en la fase Gy del cicle cel-lular,
ciclant de forma esporadica. Aquesta minima pressié proliferativa afavoreix al fet que
les célllules no estiguin exposades amb més freqliéncia a possibles mutacions

indesitjables associades al procés de replicacié del DNA (Bryder et al., 2006).

Aquest ventall de CMH i CPH que conformen l'arbre de diferenciacié hematopoétic
comparteixen un mateix marcador, I'antigen CD34, una glicoproteina de membrana de
90-120 kDa (Krause et al., 1996). L’existéncia d’aquest marcador immunofenotipic en
permet tant la seva deteccié com I'aillament mitjangant técniques de citometria de flux i
immunomagneétiques. No obstant, el fenotip s’ha de considerar com un indicador
subrogat de la funcionalitat cellular, essent els assajos funcionals /n vitro,
concretament els cultius clonogénics, els que tradicionalment s’han utilitzat per a la
caracteritzacié funcional dels progenitors hematopoétics (van Os et al., 2004). Aquests
assajos consisteixen en la sembra de les CPH en un medi semisolid i posterior
recompte i classificacio de les colonies cel-lulars generades, permetent determinar el
llinatge cel-lular al qual estan orientades les CPH (Broxmeyer et al., 2009). Tot i aixo,

aquests tipus d’assajos no permeten determinar-ne la seva capacitat d’empelt, de
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manera que l'assaig funcional definitiu per identificar les CMH/CPH és l'assaig de
repoblament /7 vivo de ratolins immunodeficients (NOD-Scid). En aquest tipus
d’assajos s’avaluen les principals caracteristiques de les CMH: la seva capacitat
d'empelt i repoblaci6 del sistema hematopoétic d'un hoste amb el sistema
hematopoétic empobrit (Broxmeyer et al., 2009, Hines et al., 2008). A partir d’aquests
assajos de repoblament, les CMH es poden dividir en dues poblacions cel-lulars: CMH
amb capacitat repobladora a llarg termini (LT-HSC) i CMH amb capacitat repobladora
a curt termini (ST-HSC) (Kondo, 2010, Zon, 2008). Com el seu nom indica, les LT-HSC
tenen la capacitat de repoblar un hoste a llarg termini i de forma definitiva, mentre que
les ST-HSC unicament podran reconstituir el sistema hematopoétic de forma
transitoria degut a la seva limitada capacitat d’autorenovacio (Kondo, 2010).
Tradicionalment les LT-HSC s’han identificat a partir dels assajos de trasplantaments
seriats en ratolins immunodeficients, en els quals les CMH trasplantades en un primer
hoste sén novament aillades per ser trasplantades a un segon hoste (Bryder et al.,

2006).
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Figura 1.1: Organitzacié jerarquica del sistema hematopoétic. Es creu que, com a minim, el
sistema hematopoétic esta dividit en 4 compartiments cel-lulars. El primer compartiment
correspon a les céllules mare hematopoétiques (CMH), les quals tenen la capacitat
d’autorenovacié com de diferenciacié. Aquestes CMH es divideixen en dos subtipus: les que
tenen capacitat de repoblacié a llarg termini (LT-HSC) i les que tenen capacitat de repoblacié a
curt termini (ST-HSC). A continuacié, les CMH donen lloc a les CPH, les cél-lules progenitores
hematopoétiques. Al seu torn, les CPH donen lloc a tots els precursors dels diferents llinatges,
essent les célllules madures efectores les ultimes de la cascada de diferenciacié (Mayani,

2010).

1.2 FONTS DE CMH

El trasplantament de les CMH és una practica habitual en el tractament de malalties
hematologiques en les que el pacient s’ha de sotmetre a una mieloablacié mitjangant
quimioterapia i/o radioterapia. Aquests trasplantaments tenen com a objectiu
reconstituir el sistema hematopoétic del pacient de forma estable i duradora.
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Actualment, s’estan realitzant de I'ordre de 55.000-60.00 trasplantaments de CMH a
lany en tot el mon (Gyurkocza et al., 2010). Tradicionalment, les fonts de CMH
utilitzades han estat el moll d’'os (MO) i la sang periférica mobilitzada (SPM) de
donants amb el complex major d’histocompatibilitat (representat pels antigens
leucocitaris, en endavant HLA) emparentat amb el receptor, ambdues classificades
com a fonts cel-lulars adultes. No obstant, s’estima que unicament un 30% dels
pacients disposen d’un donant de CMH adultes amb aquestes caracteristiques (Barker
and Wagner, 2003, Brown and Boussiotis, 2008, Cutler and Ballen, 2012). Una font
alternativa de CMH és la sang de cordé umbilical (SCU) en la que, degut a la
immaduresa immunologica del sistema hematopoétic dels nadons, els requeriments de
compatibilitat d’HLA entre donant i receptor son molt inferiors. De fet, s’estima que un
95% dels pacients que requereixen un trasplantament de CMH disposen d’una unitat

de SCU compatible (Gyurkocza et al., 2010).

1.3 LA SCU COM A FONT DE CMH

El 1988, I'equip de la Dra. Gluckman va realitzar el primer trasplantament de SCU en
un pacient amb anémia de Fanconi (Gluckman et al., 1989). Des d’aleshores, s’han
realitzat aproximadament 20.000 trasplantaments pel tractament de multiples malalties
hematologiques (Rocha and Broxymeyer, 2009). Aquest fet es deu als nombrosos
avantatges que presenta la SCU com a font de CMH, de les quals destaquen: la rapida
disponibilitat de les unitats, el reduit risc d’'infeccio virica del receptor, 'abséncia de risc

pel donant, la baixa incidéncia i gravetat de la malaltia de I'empelt contra I'hoste
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(GvHD, de l'angles Graft versus Host Disease), i els requeriments de compatibilitat
entre donant i receptor més reduits respecte el MO i la SPM (Broxmeyer, 2010,
Gluckman, 2009). D’aquests avantatges, un dels més destacables és la immediatesa
en la disponibilitat de la SCU en comparacié amb les fonts de CMH adultes, fet que
facilita de forma molt substancial la logistica del trasplantament (Gluckman, 2009,
Schoemans et al., 2006). Aix0 es deu basicament a la facilitat de recol-lecci6 i a la
metodologia d’emmagatzematge, doncs hi ha més de 500.000 unitats de SCU
criopreservades amb el tipatge HLA definit en més de 50 bancs de sang de cordo
umbilical en tot el mén (Broxmeyer, 2010), xifra que ha augmentat de forma
exponencial en els darrers anys (Figura 1. 2). Aquesta facilitat en la cerca d’'una unitat
compatible es tradueix en un temps d’espera molt més reduit respecte la cerca de
donants de CMH adultes, fet que repercuteix de forma positiva sobre la salut del
pacient, doncs els llargs periodes d’espera sovint n’empitjoren el pronostic (Barker et

al., 2002, Brown and Boussiotis, 2008, Rocha and Locatelli, 2007).

Com s’ha comentat anteriorment, una altra propietat diferencial de la SCU que suposa
un avantatge respecte les fonts de CMH adultes és la immaduresa immunologica dels
seus limfocits (estat naive). Aquest fet afavoreix que el grau de compatibilitat HLA
entre donant i receptor pugui ser menor, augmentant aixi de forma molt notable la
probabilitat de cerca d’una unitat compatible. Aixi, el nivell d’aparellament de la SCU
pot ser de com a minim 4/6 amb els locus HLA entre donant i receptor (HLA-A, HLA-B,
HLA-DRB1), mentre que en un trasplantament de moll d’os, el nivell d’aparellament

minim ha de ser de 7-8/8 (Delaney and Ballen, 2010, Schoemans et al., 2006).
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Figura 1. 2: Nombre acumulat d’unitats de SCU en bancs publics de tot el mon, segons Bone

Marrow Donors Worldwide (http://www.bmdw.org)

Per altra banda, s’apunta que aquest menor potencial al-loreactiu dels limfocits
presents en la SCU també és el responsable de la menor incidéncia i gravetat de
GvHD en els pacients trasplantats (Gyurkocza et al., 2010). El desenvolupament
d’'aquesta malaltia es deu a I'activacié de les cél-lules T de I'empelt degut a la seva
interaccio amb el complex major d’histocompatibilitat (MHC) del receptor. Com a
consequencia d’aquesta activacio, es produeix una resposta agressiva de les cel-lules
T helper amb manifestacions cliniques caracteritzades per produir de forma selectiva
danys a la pell, al fetge i al tracte gastrointestinal (Couriel et al., 2004). Tenint en
compte aquest mecanisme d’accio, la reduida incidéncia de GvHD observada després
del trasplantament de SCU pot ser producte de multiples factors: el reduit nombre de
limfocits per unitat de SCU, el fet que el reconeixement dels antigens del receptor per

part dels limfocits T de la SCU esta alterat, i per la limitada resposta d’aquestes
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celllules T immadures del donant al ser activades pels al-loantigens del receptor
(Brown and Boussiotis, 2008). De fet, estudis /in vifro han demostrat que els limfocits T
de la SCU (majoritariament CD45RA"), presenten un patré d’expressio de citoquines
proinflamatories reduit, amb una produccié de baixos nivells de TNF-a i IFN-y

(Chalmers et al., 1998).

No obstant, tot i els nombrosos avantatges descrits, la SCU presenta un inconvenient
que fa que aquesta no sigui la font de CMH de primera eleccid: els pacients
trasplantats pateixen un retard en la recuperacié dels nivells normals de neutrofils i
plaguetes en sang respecte els trasplantats amb MO o SPM, el que s’anomena aplasia
medul-lar (nombre absolut de neutrofils i de plaquetes en sang <0,5x10° i <20x10°,
respectivament). Durant els periodes d’aplasia medul-lar, el pacient no és capacg de
combatre infeccions ni coagular amb normalitat, tractant-se, per tant, d'un lapse de
temps que comporta un risc per a la seva salut (Delaney et al., 2010, Paquette et al.,
2000). En un trasplantament de SCU, els temps mitjos de recuperacio dels nivells
normals de neutrofils en sang se situen al voltant dels 26 dies (Rocha et al., 2004).
Aquest retard en I'empelt és conseqiiéncia de la reduida dosis de CMH trasplantada,
tenint en compte que el nombre de cél-lules nucleades totals en una unitat de SCU és
d'1 a 2 logaritmes inferior respecte una donacié de MO (Brown and Boussiotis, 2008,
Gyurkocza et al., 2010, Rocha and Broxymeyer, 2009). Nombrosos treballs han
establert una relaci6 de proporcionalitat entre les dosis de CMH i de cél-lules
nucleades totals (CNT) i la reduccié dels periodes d’aplasia (Bittencourt et al., 2002,
Heimfeld, 2003a, Heimfeld, 2003b, Mavroudis et al., 1996, Mehta et al., 2009,
Nakamura et al., 2008, Rocha and Gluckman, 2009, Weaver et al., 1995). No obstant,

diversos treballs apunten que a partir de cert llindar (5x108 - 8x108 CD34+/kg pacient),
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un increment de la dosi no es tradueix en un escurcament del temps d’aplasia

medul-lar (Mehta et al., 2009, Nakamura et al., 2008).

A banda de la dosi cellular, també s’apunta que el grau de maduresa de les
CMH/CPH podria tenir un paper rellevant en 'escurgament dels periodes d’aplasia. El
fet que les CMH i CPH de SCU, tot i presentar el mateix fenotip que les de MO i SPM,
estan en un estat bioldogic més immadur (Mayani, 2010, Steen et al., 1994, Wang et al.,
1997), implica que aquesta pot ser una variable destacada en el trasplantament de
SCU. Aixi doncs, s’especula que part del retard en I'empelt en el trasplantament de
SCU és degut a que les CMH han de realitzar un nombre superior de divisions fins a
diferenciar-se a célllules madures efectores degut al seu estat d'immaduresa
(Broxmeyer et al., 1995, Gluckman, 2000, Shpall et al., 2002). De fet, aquesta hipotesi
seria consistent amb els resultats obtinguts en I'assaig clinic dut a terme per I'equip del
Dr. Boiron, en que a partir de I'expansidé de cel-lules CD34+* de SPM s’aconseguia
reduir el periode d’aplasia a zero dies, fet que podria atribuir-se al canvi en el grau

maduratiu que pateixen les CMH durant el procés d’expansio (Boiron et al., 2006).

1.4  APROXIMACIONS PER A LA MILLORA DE
L'EMPELT EN EL TRASPLANTAMENT DE SCU

Tradicionalment I'increment en la dosi cel-lular ha estat la diana principal a afrontar per
aconseguir una millora en 'empelt i poder aixi, aprofitar les nombroses avantatges de
la SCU com a font de CMH. Es per aquest motiu que existeixen diverses
aproximacions que tenen com a objectiu incrementar el nombre de CMH/CPH de la

SCU a trasplantar.
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e Doble trasplantament de SCU:

Una de les aproximacions més emprades ha estat el trasplantament de dues unitats de
SCU no emparentades (Barker et al., 2005, Brunstein et al., 2007). Amb la utilitzacio
d’'aquesta estratégia s’han incrementat les dosis cel-lulars infoses, permetent ampliar
la utilitzacié de la SCU pel tractament de pacients adults (Broxmeyer, 2010). Els
pacients trasplantats seguint aquesta estrateégia, mostren un quimerisme mixte
transitori que evoluciona amb el temps cap al domini d’'una de les unitats. Tot i que en
els estudis duts a terme fins al moment els resultats semblen indicar que es produeix
un augment de GvHD, aixd no repercuteix negativament sobre la mortalitat relacionada
amb el trasplantament (MRT). No obstant, no hi ha evidéncies clares que la velocitat
de I'empelt sigui comparable a la obtinguda en el trasplantament de CMH/CPH adultes
(Brunstein et al., 2010).

¢ Injeccié directa al MO:

Una altra de les linies de treball que es considera que podria millorar la velocitat
d’empelt és mitjangant la injeccié directa de la SCU al moll d’os. Aixi, a diferéncia de
I'anterior, aquesta aproximacio no se centra en l'increment de la dosi cel-lular, sin6 en
la millora de la técnica del trasplantament per tal de fer-lo més efectiu. Aquesta
estrategia es fonamenta en estudis preclinics en els quals s’ha demostrat que els
ratolins trasplantats seguint aquesta metodologia presenten uns nivells d’empelt 15
vegades superiors als trasplantats per via intravenosa (Castello et al., 2004). A nivell
clinic, alguns assajos han demostrat resultats prometedors amb una reduccié del
periode de neutropénia (Frassoni et al., 2008). No obstant, aquesta experiéncia no ha
pogut ser reproduida amb éxit per d’altres grups (Brunstein et al., 2009), deixant per

tant la porta oberta a més estudis per tal de confirmar-ne I'efectivitat.
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e Terapia combinada SCU-SPM:

Una de les estratégies que ha donat més bons resultats clinics a nivell de reduccio del
periode d’aplasia ha estat la terapia dual dissenyada pel grup del Dr. Fernandez, que
consisteix en la co-infusi6 d’'una unitat de SCU no emparentada juntament amb
cél-lules CD34+ purificades de SPM de donant haplo-idéntic (Fernandez et al., 2003).
La ra6 fonamental d’aquesta estratégia és aprofitar la rapida recuperacio dels
neutrofils en sang observada al trasplantar SPM per tal de generar un empelt transitori
fins que es produeixi I'empelt definitiu per part de la SCU. Aixi, en els pacients
trasplantats seguint aquesta metodologia el temps d’aplasia se situa en torn dels 12
dies, i en tots els casos els granuldcits i les cél-lules mononucleades aparegudes en
aquest primer periode sén derivades de la SPM del donant haplo-idéntic. Es a llarg
termini quan la SCU mostra un avantatge competitiu respecte la SPM, de manera que
una vegada superat el quimerisme transitori, en la majoria de pacients 'empelt definitiu
el realitza la SCU. A partir d’'aquests resultats tant prometedors, aquesta terapia dual

ha estat assajada i exitosament reproduida per d’altres grups (Liu et al., 2011).

A banda de les aproximacions descrites, també s’ha treballat en la millora de
I'estrateégia de recol-leccié de la SCU en el moment del part (Bornstein et al., 2005,
Broxmeyer et al., 2009), aixi com en dissenyar regims d’acondicionament pre-

trasplantament més optims (Nabhan et al., 2008).

e Cultiu d’expansio:

Com a alternativa a totes les aproximacions descrites fins al moment, s’ha posat
especial atencio en I'increment de la dosi cel-lular a partir de I'expansié ex vivo de la

SCU. A dia d’avui nombrosos grups de recerca han centrat els seus esforgos en la
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cerca de les condicions idonies per promoure I'expansié de les CMH/CMPH de SCU /n
vitro, amb l'objectiu d’obtenir dosis cel-lulars comparables a les del MO i la SPM. Com

a consequencia, s’han dissenyat un gran ventall d’estrategies d’expansié.

En les darreres décades, les estrategies d’expansioé desenvolupades s’han basat en la
utilitzacio de diferents combinacions de citoquines i factors de creixement estimuladors
de 'hnematopoesi amb I'objectiu de mimetitzar el microambient natural de les CMH i
CPH (Kelly et al., 2009). Les combinacions dels diferents factors de creixement han
variat en funcié de cada estudi, perd la majoria conté SCF, Flt-3L i TPO, a més de GM-
CSF, IL6 i IL3. Les metodologies han estat molt diferents, i a dia d’avui no es pot
determinar quina és la millor metodologia d’expansio: quina és la millor combinacié de
factors de creixement ni la concentracido optima de cadascun d’ells, entre d’altres

variables (Norkin et al., 2012).

Una altra de les aproximacions assajades ha estat el cocultiu de les CMH/CPH amb
cél-lules mesenquimals amb I'objectiu, una vegada més, d’assimilar al maxim les
condicions fisioldgiques del seu ninxol habitual, el moll d’'os (Robinson et al., 2006). Els
autors que han aplicat aquestes estratégies d’expansié defensen que el contacte
cél-lula-cél-lula és de vital importancia pel creixement de les CMH, doncs en facilita
tant I'autorenovacié com la diferenciacié. En base a aquesta estratégia de cultiu s’ha
realitzat un estudi clinic fase 1, en que se n’ha demostrat tant la seguretat com
I'eficacia (De Lima et al., 2010). Els resultats d’aquest estudi posen de manifest que es
produeix una reduccié en el temps d’aplasia (temps mig de recuperacié dels neutrofils i
plaguetes de 15 i 40 dies, respectivament), pero tot i aixi no s’assoleixen les velocitats

d’empelt obtingudes al trasplantar SPM.
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Per altra banda, s’han assajat estrategies d’expansié utilitzant agents quimics que
afecten de forma indirecta les vies de regulacié de 'hematopoesi, com ara quelants del
coure, prostaglandines, nicotinamida o inhibidors de CD26/DPPIV (Norkin et al., 2012).
Concretament, i en referéncia als quelants del coure (TEPA), el cultiu amb aquest
agent promou un retard en la diferenciacio, resultant en una expansio de les cél-lules
CD34+ de SCU (Peled et al., 2002). A partir d’aquesta aproximacid, s’ha realitzat un
assaig clinic amb 10 pacients als que se’ls hi co-infonia una unica unitat de SCU que
préviament havia estat dividida en dos fraccions: 20% de la SCU destinada a
'expansio, i el 80% restant sense manipular. Com a resultat del trasplantament, 9
pacients van recuperar els nivells normals de neutrofils i plaquetes en sang als 30 i 48

dies, respectivament (De Lima et al., 2008).

Per ultim, els estudis més recents s’han centrat en la utilitzacié de factors que actuen
sobre vies de senyalitzacié cel-lular, més concretament en la via del Notch. Estudis
basats en enginyeria genética han demostrat que aquesta via de senyalitzacié juga un
paper molt important en la regulacié de I'expansio i la diferenciacié de les CMH/CPH
(Varnum-Finney et al., 2000). L’'any 2010, el grup de la Dra. Colleen Delaney va
publicar els resultats d’'un estudi clinic fase | amb 10 pacients, en el que s’avaluava la
seguretat i I'eficacia del trasplantament de SCU expandida en preséncia del lligand del
Notch, el factor Delta1 (Delaney et al., 2010). Com a resultat, els pacients trasplantats
amb la SCU expandida reduien el periode d’aplasia fins als 16 dies, en comparacio

dels 26 dies d’aplasia dels pacients trasplantats amb dues unitats de SCU.

Aquesta reduccié en el periode d’aplasia, juntament amb la observada en I'assaig

clinic del Dr. De Lima, han estat els resultats més significatius obtinguts fins el moment
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en el camp de I'expansié /n vifro de SCU. Probablement, aquests éxits es deuen al fet
d’haver trasplantat dosis clinicament significatives, comparables a les de SPM i MO.
No obstant, malgrat els importants avengos, encara s’esta lluny dels periodes d’aplasia
assolits al trasplantar SPM. Aixd pot venir donat per diversos motius, des de la
incapacitat per expandir la poblacié cel-lular d’interés, fins a la pérdua de funcionalitat
derivada del cultiu. De fet, hi ha autors que apunten que les CMH/CPH expandides
tenen alterada la seva capacitat d’'empelt i repoblacié degut a una alteracio en el patro
d’expressio de les proteines d’adhesio al ninxol hematopoétic adquirits durant el cultiu

d’expansio (Glenechea et al., 1999, Szilvassy et al., 2001).

Paral-lelament, diversos grups han treballat en la cerca del millor suport i estratégies
de cultiu que permetin I'expansié a gran escala, evitant els processos inhibitoris tipics
que es produeixen al llarg del cultiu i afavorint l'intercanvi de gasos i nutrients. La
dificultat d’aquests cultius rau en I'heterogeneitat de les poblacions cel-lulars, que
canvien de forma dinamica al llarg del cultiu, secretant factors que tenen un efecte
inhibitori sobre les CMH/CPH (Kirouac and Zandstra, 2006). Es per aquest motiu que
un bioprocés per a I'expansi6 de CMH/CPH requereix d’estratégies que permetin
mantenir un balang optim entre els factors estimuladors i inhibidors de les CMH/CPH
(Cabrita et al., 2003). Fins al moment s’han assajat diversos models de bioreactors:
cambres de perfusio (Palsson et al., 1993), que posteriorment van servir de base pel
disseny del reactor Aastrom Biosciences, reactors de tanc agitat (Jelinek et al., 2002),

de llit fix (Meissner et al., 1999) i rotatoris (Liu et al., 2006), entre d’altres.

En resum, tot i els nombrosos esforgos que s’han fet fins al moment, a dia d’avui no es

disposa d’'una estratéegia que permeti que amb el trasplantament de la SCU
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s’assoleixin unes velocitats d’empelt comparables al trasplantament de SPM. Sembla
que el principal problema recau en el desconeixement de la biologia de les CMH, i en
la incapacitat de reproduir in vitro el que succeeix in vivo. Es per aixd que a nivell
bioldgic, encara es necessita conéixer amb més detall els mecanismes que governen
els processos d’autorenovacié i diferenciacio de les CMH i CPH. A més, també és
necessari conéixer quin és el tipus cel-lular d’interes per tal que faci la funcié desitjada.
Aquesta questio porta a la necessitat d’estudiar amb més profunditat les diferéncies
que existeixen entre les CMH/CPH de la SCU respecte les de la SPM, a més del seu

mecanisme d’accié en el repoblament d’'un organisme aplasiat.

Arribats a aquest punt, i en base als resultats obtinguts fins al moment, sembla evident
que l'abordatge en el disseny d'una nova terapia cel-lular centrada uUnicament en
lincrement de la dosi cellular és insuficient. Es per aixd que en aquest treball
experimental es planteja una aproximacio basada en I'expansiéo de la poblacié de
CMH/CPH i en la modificacio del seu estat de maduresa dirigint-lo cap a llinatge
granulocitic. D’aquesta manera, es formula com a hipotesis de treball que un producte
de terapia cel-lular obtingut a partir de I'expansio de SCU en el qual s’obtinguin dosis
cel-lulars comparables a les de les fonts cel-lulars adultes, i amb un estat maduratiu
més avancgat respecte al de les CMH/CPH de la SCU original, pot tenir un efecte
positiu pel qué fa a 'escurcament dels periodes d’aplasia.

Per tant, en aquest treball experimental no només es pretén abordar la dosis cel-lular
com a factor limitant del trasplantament de SCU, siné que es pretén incidir sobre 'estat

maduratiu de les CMH/CPH del producte generat.
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L’objectiu principal d’aquest treball es centra en el desenvolupament d’'un producte de
terapia cel-lular avangada basat en I'expansio i diferenciacié selectiva de progenitors

hematopoétics de sang de cordd umbilical pel tractament de I'aplasia mieloide.

Per tal d’aconseguir aquest objectiu principal, es plantegen els seglents objectius

secundaris:

o Definir una estratégia basica de cultiu que permeti I'expansié de progenitors
hematopoétics de SCU dirigits a llinatge neutrofilic per tal d’assolir dosis

cel-lulars clinicament significatives de forma robusta i reproduible.

o Caracteritzar, tant /in vitro com in vivo, el producte cel-lular generat en base a la
comprensio dels mecanismes d’accié de cadascuna de les poblacions cel-lulars

que lintegren.

e Avaluar el producte cel-lular obtingut en termes de seguretat: descartar
l'adquisici6 de defectes cromosomics com a conseqiéncia del procés

d’expansio /n vitro, i estudiar la seva biodistribucié i seguretat en model animal.

o Escalar el procés productiu i definir la totalitat del bioprocés operant segons els
estandard de qualitat definits per les normes de correcta fabricacié (GMP, de
'angles Good Manufacturing Practices) per tal de fer possible la transicié del

producte desenvolupat a un eventual assaig clinic.
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3.1 INTRODUCCIO

Tal com s’ha comentat anteriorment, una de les aproximacions més ampliament
assajades per tal d’'incrementar la dosi de CMH per unitat de SCU i d’aquesta manera,
superar la principal limitacié que presenta com a font cel-lular, és I'expansio in vifro de
les cél-lules CD34*. Seguint en aquesta linia d’investigacio, en treballs anteriors del
grup de recerca, s’ha desenvolupat una estratégia d’expansio /n vifrode CMH de SCU
que permet assolir dosis cel-lulars comparables a les obtingudes amb MO o SPM (Pla,
2011). No obstant, aquesta estratégia de cultiu unicament esta dirigida a I'expansié de
la subpoblaci6 de CMH més primitiva, la qual cosa pot actuar en detriment de
'escurcament dels periodes d’aplasia, doncs es postula que aquesta variable pot tenir
un paper rellevant en el temps d’aparicié de neutrofils i plaquetes en sang (Broxmeyer

et al., 1995, Gluckman, 2000, Shpall et al., 2002).

Es per aquest motiu que en aquest treball es planteja, no tant sols I'expansié de les
CMH/CPH de SCU, sin6 que també se’n pretén modificar les seves caracteristiques
funcionals a partir de la modulacié del seu estat de maduresa, per tal de generar un
elevat nombre de progenitors hematopoétics dirigits a llinatge neutrofilic que, un cop
trasplantats, siguin capacos de donar lloc a neutrofils madurs amb un lapse de temps

molt reduit.

Les eines de les que es disposa per tal de modular I'estat de maduresa d’un cultiu /n
vifro dirigit a un llinatge en particular consisteix en I'is de citoquines com a
complement del medi de cultiu. En aquest cas en particular, la combinacié de
citoquines d’elecci6 és la formada per stem cell factor (SCF), interleuquina 3 (IL-3) i el
factor estimulador de les colonies granulocitiques (G-CSF). L'eleccié d’aquestes es
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basa en l'efecte sinérgic que tenen aquestes citoquines en l'estimulacio de la
proliferacié i la maduracié a llinatge neutrofilic de les CMH/CPH en cultiu in vitro

(Thomson and Lotze, 2003).

Aixi doncs, aquest primer capitol del treball experimental es planteja amb 'objectiu de
definir les condicions de cultiu que afavoreixin I'expansié de progenitors hematopoétics
de SCU fresca orientats a llinatge neutrofilic. Es per aquest motiu que inicialment, i
amb l'objectiu de determinar quins fendmens governen el procés
d’expansio/maduracié de les cél-lules CD34+ sota les condicions de cultiu estudiades,
es duu a terme la caracteritzacio de les cinétigues de creixement de cultius
discontinus. De forma complementaria, s’estudien les subpoblacions de llinatge
neutrofilic aparegudes durant el transcurs del cultiu. Posteriorment, una vegada
determinats quins son els possibles mecanismes inhibitoris del cultiu, es dissenya una
estrategia d’expansié amb capacitat d’expandir i madurar parcialment la poblacio
CD34+, aixi com de generar un ventall de progenitors neutrofilics en diferents estats de

maduracié que acompanyen a la poblacié CD34+.
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3.2 RESULTATS

3.2.1 Estudi de la cinética de creixement de la poblacié cel-lular CD34+* i de

les cél-lules nucleades totals en cultiu en discontinu

L’estudi de la cinética de creixement de les CMH en cultiu /n vifro permet determinar
quins so6n els factors que en condicionen la seva proliferacié. Aquest coneixement és
indispensable pel disseny i optimitzacié d’'una estratégia d’expansié /n vifro de les CMH
que permeti assolir factors d’expansié compatibles amb la generacié dosis cel-lulars

clinicament significatives.

Aquest estudi es realitza en base a un conjunt de cultius amb diferents inoculs (1x103,
1x10% i 1x10° CD34*/mL) en els quals no es realitza cap addicié ni recanvi de medi
fresc. Els cultius s’inicien a partir de cél-lules CD34* purificades de SCU amb una
puresa mitjana de 37% * 8% i tenen una durada d’entre 14 i 15 dies. El medi de cultiu
utilitzat és un medi quimicament definit lliure de sérum complementat amb els factors
de creixement SCF, IL3 i G-CSF (8.2.1). Diariament, s’extreu mostra de cadascun dels
cultius i, mitjangant la plataforma citométrica ISHAGE, es determina la concentracio de

cel-lules CD34* i de cél-lules nucleades totals (CNT).
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Figura 3.1: Evolucié de les concentracions cel-lulars de les cél-lules CD34+ (® ) i de les CNT (0)
en els cultius iniciats a tres indculs diferents: 1x103 CD34*/mL (A), 1x104 CD34*/mL (B) i 1x105
CD34+/mL (C). Els cultius es mantenen en medi lliure de serum complementat amb 50 ng/mL
de SCF, IL3 i G-CSF. La durada dels cultius és de 15 dies i no es realitza cap addicié ni recanvi
de medi fresc. Els cultius es mantenen a 37°C i a 5% CO:.. Els resultats es representen com a

mitjanes amb les desviacions estandards corresponents. A: n=7, B: n=6, C: n=3.

Els resultats obtinguts mostren que en els cultius iniciats a l'indcul d’1x103 CD34*/mL
(Figura 3.1.A), tant les céllules CD34* com les CNT es mantenen en fase de
creixement exponencial durant els 15 dies de durada del cultiu, assolint una

concentracio mitja final de 2,6x10* + 4,3x103 CD34*/mL i 1,6 x108 + 5,2x105 CNT/mL,
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respectivament. En canvi, els cultius iniciats a un inocul d’1x104 CD34*/mL (Figura 3.1,
B) es mantenen en fase de creixement exponencial fins el seté dia de cultiu, moment
en el qual la concentracié de CD34* comenca a decréixer progressivament, i la de CNT
es manté constant a I'entorn d’1x108 cél-lules/mL fins a finalitzar el cultiu. De la mateixa
manera, en els cultius iniciats a 1x105 CD34*/mL (Figura 3.1.C) s’observa una discreta
etapa d’expansio de les cel-lules CD34* (5 dies), a la que la segueix una etapa en que
tant la concentraci6 de cél-lules CD34* com la de CNT decreix. Ambdds cultius
comparteixen el llindar de concentracié de CNT a partir del qual es produeix I'aturada

en I'expansio: 1-2x108 CNT/mL.

Aquesta limitacié en la capacitat d’expansié que mostren els cultius amb els inoculs
meés elevats es tradueix en una menor taxa d’expansid total, de manera que, en
aquestes condicions, I'indcul esdevé un factor inversament proporcional a la capacitat
d’expansio del cultiu (Taula 3.1). Aixi, la capacitat d’expansié de la poblacié CD34* en
el cultiu iniciat a 1x10% CD34*/mL és de 26,4 £+ 3,4 vegades, mentre que en els cultius

iniciats a 1x104i 1x10% CD34*/mL és de 11 + 1,7 i 5,9 vegades, respectivament.

Durada fase EpT CD34+ EpT CNT
exponencial (dies)*
1x10% CD34*/mL (n=7) 14-15 26,4 + 3,4 607,4 + 396,3
1x10* CD34+*/mL (n=6) 7 11117 34,1+243
1x10% CD34*/mL (n=3) 5 5,9 12

*Durada de la fase de creixement exponencial de cadascun dels inoculs. Els calculs dels

factors d’expansio es realitzen sobre aquesta etapa dels cultius.

Taula 3.1: Factors d’expansié de la poblacié CD34+* i de les CNT durant I'etapa de creixement
exponencial de cadascun dels indculs. El factor d’expansié es calcula a partir del quocient de la
concentracio cel-lular final entre la concentracié cel-lular inicial. Els resultats es representen

com a mitjana * desviacié estandard.
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Paral-lelament al seguiment de I'evolucié de les concentracions cel-lulars, es duu a
terme la determinacio de les concentracions de lactat i glucosa en el medi durant el
transcurs del cultiu. L'objectiu d’aquest seguiment consisteix en determinar si es
produeix un esgotament dels nutrients i/o una acumulaci6 de subproductes del
metabolisme cel-lular que puguin ser la causa de I'aturada en la capacitat proliferativa
observada. L'acumulacio de lactat en el medi condueix a una acidificacio del cultiu, fet
que esta ampliament descrit com una causa de la inhibicié del creixement cel-lular

(Cabrita et al., 2003, Nielsen, 1999, Patel et al., 2000).

Tal com s’observa a la Figura 3.2, el cultiu amb l'indcul d’1x105 CD34*/mL és el que
mostra uns nivells de lactat elevats de forma més precog, seguit del cultiu d’1x104
CD34*/mL. Al seu torn, la concentracié de glucosa en el medi també decreix a major
velocitat en els indculs més elevats. Contrariament, el cultiu iniciat a 1x103 CD34+/mL
no assoleix en cap moment els nivells de concentracio de lactat i glucosa en el medi
que assoleixen els cultius amb un inocul superior. Aquest fenomen es correspon amb
les densitats cel-lulars de cadascun dels cultius, de manera que a major densitat,

major és el consum i produccié de glucosa i lactat, respectivament.
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Figura 3.2: Evolucié de les concentracions de glucosa (A) i lactat (B) en el medi durant el
transcurs dels cultius. “® correspon al cultiu iniciat a 1x103 CD34+/mL, B correspon al cultiu

iniciat a 1x104 CD34*/mL i - correspon al cultiu iniciat a 1x105 CD34+/mL.

A continuacio, i amb l'objectiu de determinar si I'aturada en la progressio del cultiu es
deu a una inhibicioé de la capacitat de duplicacié de les CMH o, senzillament, a la mort
d’aquesta poblacié a causa de la preséncia prolongada en el temps de subproductes
del metabolisme, es duu a terme un estudi del cicle cel-lular i de la viabilitat de la

poblacio CD34+.

Tal com s’observa a la

Taula 3.2 i a la Figura 3.3, a l'inici del cultiu (post-purificacié de CD34* de SCU), i tal
com esta reportat en la bibliografia (Alvarado-Moreno et al., 2010, Traycoff et al.,
1994), les cellules CD34* es caracteritzen per trobar-se, en la seva majoria, en un
estat de quiescencia (97,4 £ 3,2% en fase Go/G1) (Figura 3.3, A). La determinacio del
cicle cel-lular que es realitza el segon dia de cultiu en els inoculs d’1x104 i 1x10%
CD34*/mL, posa de manifest que aproximadament un ter¢ de la poblacio CD34* ha
entrat en fase G./S, és a dir, ha comencat a duplicar-se. Aquest fet es deu a I'efecte
estimulador que tenen les citoquines presents en el medi de cultiu sobre les cél-lules
CD34+* (Alvarado-Moreno et al., 2010, Traycoff et al., 1994).
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Resulta interessant observar que el dia 7 de cultiu, al cultiu amb un indcul d’1x10°
CD34*/mL, una fraccié de les CMH que estaven ciclant han retornat en l'estat de
quiescéncia, mentre que en l'inocul d’1x104 CD34*/mL el percentatge de cél-lules
ciclant es manté igual que el segon dia de cultiu. Aquest fet coincideix amb la fase
estacionaria en la que es troba el cultiu d’1x105 CD34*/mL en aquell moment. En
canvi, en el cultiu d’1x104 CD34*/mL, I'entrada en la fase estacionaria queda reflectida
en l'analisi del cicle del dia 9, en que el percentatge de ceél-lules CD34* en fase G2/S
decreix fins al 15% + 1,6%. En canvi, en aquest punt temporal, el cultiu iniciat a 1x103
CD34*/mL es troba en plena fase exponencial tal com evidencia el fet que un terg¢ de
les CMH estiguin ciclant (30,5% en la fase G2/S). No és fins al final del cultiu que
s’observa un retorn a I'estat de quiescéncia, situant-se el percentatge de cél-lules en la
fase Go/G1 en un 83% * 2,5%. Es precisament en aquest punt en que s’assoleix la

concentracio d’1x108 CNT/mL.

1x103 CD34+/mL 1x104 CD34+/mL 1x105 CD34+/mL
Temps cultiu
%Go/G1 %G2/S %Go/G1 %G2/S %Go/G1 %G2/S
(dies)

0 974+32 2632 974+32 2,6+3,2 97,4 + 3,2 26+3,2
2 - - 68,7+3,7 313+37 718+14 282+14
7 - - 66,9 33,1 76,9 23,1
9 69,5 30,5 85+1,6 15+1,6 85,4 14,6
13 - - 82,3 17,7 - -
15 83+25 17+25 - - - -

Taula 3.2: Percentatge de celllules CD34* en cadascuna de les fases del cicle cel-lular a
diferents temps de cultiu i per a cadascun dels indculs. La determinacié del cicle cellular es
realitza per citometria de flux mitjangant el reactiu DRAQ5. S’indica amb un guié els punts

experimentals en que no s’ha realitzat I'estudi del cicle cel-lular per falta de mostra. N=2.
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Figura 3.3: Representacio grafica de les analisis del cicle cel-lular de la poblacié CD34*. A: cicle
cel-lular corresponent a l'inici del cultiu, moment en el qual el percentatge de cél-lules en fase
Go/G1 és del 97,4+3,2%. B: cicle cel-lular corresponent al dia 7 de cultiu de I'indcul d’1 x104
CD34+/mL, moment en el qual els percentatges de cel-lules en fase Go/G1 i G2/S és del 66,9% i
33,1%, respectivament. C: cicle cel-lular corresponent al dia 9 de cultiu de l'inocul d’1x105
CD34*/mL, moment en el qual el percentatge de cél-lules en fase Go/G1 és del 85,4%. FL3-H:
tercer canal de fluorescéncia en el que s’observa el contingut de DNA cel-lular mitjangant el seu
marcatge amb DRAQS.

Pel que fa a la viabilitat de les cél-lules CD34+* al llarg del cultiu, determinada a partir
del percentatge de céllules negatives pels marcadors de necrosi (7-Amino-
actinomycina D, 7AAD) i apoptosi (Anexina V), s’observen diferéncies entre els tres
cultius efectuats a diferent inocul. Tal com es mostra en la Taula 3.3, en el cultiu iniciat
a 1x104 CD34*/mL, el percentatge de cél-lules CD34* viables es manté superior al 90%
fins al dia 9-10 de cultiu. No és fins al final del cultiu (dia 14-15) en que s’observa una

disminucié en la viabilitat de la poblaci6 CD34+*, situant-se entorn del 70%. En canvi,
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en el cultiu iniciat a 1x105 CD34*/mL, aquesta disminucio en la viabilitat es produeix
abans, doncs a partir del dia 6 de cultiu, moment en que la viabilitat és superior al
90%, el percentatge de cel-lules viables comenca a decréixer fins al final del cultiu, en
que unicament el 49,28% de les CD34* es mantenen negatives pels marcadors de
necrosi i apoptosi. Pel qué fa al cultiu iniciat a 1x103 CD34*, unicament es disposa de
la dada de la viabilitat al final del cultiu, moment en que el percentatge de cél-lules

CD34+* viables és del 80,5%.

Temps de cultiu Percentatge de cél-lules CD34+ viables
(dies) 1x105CD34*/mL  1x104CD34*/mL  1x105CD34*/mL
2 - 95,7% 94,2%
6 - 93% 91,4%
7 - 95% 79,9%
14-15 80,5% 70% 49,28%

Taula 3.3: Percentatge de cél-lules CD34+ viables a diferents temps de cultiu i per a cadascun
dels inoculs. La viabilitat cel-lular mitjangant citometria de flux es determina a partir del numero
de cél-lules negatives pels marcadors d’apoptosi i necrosi, Annexina V i 7-Amino-actinomycina
D (7AAD), respectivament. S’indica amb un guid els punts experimentals en que no es realitza

la determinacioé de la viabilitat cel-lular per falta de mostra.
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Figura 3.4: Citometria tipus de l'analisi de la viabilitat dut a terme. A l'eix d’abscisses es
representen les cél-lules positives per Anexina V, marcador indicador d’apoptosi cel-lular. A I'eix
d’'ordenades es representen les cél-lules positives per 7AAD, marcador indicador de necrosi

cel-lular.

Aixi doncs, les dades obtingudes mostren que la limitacié en la capacitat d’expansié
que pateix el cultiu es deu a un bloqueig en la capacitat de duplicacié de les cél-lules
CD34+* i no a una disminuci6 de la seva viabilitat, donat que la disminuci6 de la
viabilitat és posterior al retorn a la quiescéncia d’una fraccio de les CD34+, i en

consequeéncia, a I'aturada en la progressio del cultiu (Figura 3.1,

Taula 3.2, Taula 3.3).

Aquest bloqueig que pateixen les cél-lules CD34* sembla coincidir amb el punt en el
qual s’assoleix el valor de concentracié de 1-2x108 CNT/mL i, esdevé més aviat com
major és l'indcul ja que amb un periode més curt de temps, el cultiu assoleix la
concentracié inhibitdria. En el cas del cultiu iniciat a 1x103 CD34*/mL, aquesta

concentracié inhibitoria s’assoleix al final del cultiu, impedint que es pugui observar el
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bloqueig del cultiu. No obstant, aquest bloqueig és previsible a partir de les dades
obtingudes de I'analisi del cicle cel-lular.

3.2.2 Estudi del grau maduratiu de les poblacions cel-lulars generades en

cultiu en base a la seva caracteritzacio fenotipica

Tal com s’ha descrit anteriorment, el coctel de citoquines emprat en el cultiu esta
orientat a la maduracié parcial a llinatge neutrofilic. Es per aquest motiu que
s’especula que al llarg del cultiu és possible que es generin precursors neutrofilics en
diferent grau de maduracié. Amb I'objectiu d’avaluar-ne la seva preséncia i relacionar-
la amb la capacitat d’expansioé de cadascun dels cultius, es realitza una caracteritzacio
fenotipica mitjangant citometria de flux a diferents intervals de temps. Tal com es
mostra a la Taula 3.4, el fenotip caracteristic de cadascuna de les etapes de
diferenciacio del llinatge neutrofilic s’ha realitzat en base als marcadors CD11b, CD15 i
CD16, que han estat definits com a caracteristics d’aquestes cél-lules (Elghetany,
2002, Elghetany et al., 2004, Fujimoto et al., 2000, Lund-Johansen and Terstappen,

1993, Unverzagt et al., 1997, Van Lochem et al., 2004):

Promielocit / Metamielocit /
Neutrdfil segmentat
Mielocit Band cell
CD11b-'ow CD15* CD11b* CD15* CD11b* CD16*

Taula 3.4: Relacié de les proteines de membrana expressades en cadascuna de les etapes de

la diferenciacié neutrofilica.

Els resultats obtinguts (Figura 3. 5) mostren que pels cultius d’1x103 i 1x10* CD34*/mL

el perfil inicial de maduracié a llinatge neutrofilic és similar: als 4 dies de cultiu
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s’observa la preséncia d'un 38,2+0,7% (en I'1x10% CD34*/mL) i d’'un 48,5+9,2% (en
'1x104 CD34*/mL) de cél-lules en el primer estadi maduratiu (CD11b-ow CD15*). No és
fins als 10 dies de cultiu quan es comenga a apreciar un augment en el percentatge de
metamielocits: 7,4+1% en I'1x103 CD34+/mL i 14,4+10,2% en I'1x104 CD34*/mL. A
partir d’aquest punt, els perfils maduratius d’ambdés cultius divergeixen: les cél-lules
del cultiu d’1x10® CD34*/mL continuen madurant fins a assolir uns valors de
49,9+8,8%, 30,4+13,5% i 3,2+x1% de les poblacions CD11b”ew CD15*, CD11b* CD15* i
CD11b* CD16*, respectivament. Contrariament en el cultiu d’1x104 CD34*/mL no
s’observen canvis notables en el perfil de maduracio entre els dies 10 i 14. Aquesta
aturada en la progressid madurativa coincideix amb el bloqueig en la capacitat de

duplicacio que pateix el cultiu.

A diferéncia dels indculs inferiors, en el cultiu d’1x105 CD34*/mL Unicament s’observa
una progressio en el grau maduratiu de les cél-lules el dia 4 de cultiu, moment en el
qual el percentatge de cél-lules amb el fenotip caracteristic de la primera etapa
madurativa (CD11b- CD15*) és del 26,5+1,2%. A partir d’aquest punt, el percentatge
de cél-lules en aquest estat maduratiu es manté fins al final del cultiu, oscil-lant entre
un 14,4% i un 30,4%. De la mateix forma que succeeix en el cultiu iniciat a 1x104
CD34*/mL, aquesta limitacid en la capacitat de maduracié del cultiu s’atribueix a

'abséncia d’activitat duplicativa que pateix el cultiu a partir del dia 4.
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desviacions estandards corresponents. N=2 en
Temps (dies) 1x103 CD34*/mL, N=3 en 1x104 CD34*/mL i
N=2 en 1x105 CD34+/mL.

Es important apuntar que I'augment al llarg del temps de les cél-lules parcialment
madures de llinatge neutrofilic es deu unicament a la capacitat madurativa de les CPH
ja que, en les condicions de cultiu estudiades, i degut a les caracteristiques propies
d’'aquestes cel-lules, les cél-lules madures romanents de la purificacié acabaran morint

transcorregudes les primeres hores de cultiu.
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3.2.3 Disseny d’'una estrategia d’expansio/diferenciacio de les CPH a llinatge

neutrofilic

De l'analisi del conjunt de resultats obtinguts dels cultius en discontinu, se’'n desprén
que existeix una concentracié de CNT (1x108 CNT/mL) a partir de la qual es produeix
un bloqueig en la capacitat de duplicacio de les cél-lules CD34*. Tal i com s’ha descrit
en lapartat anterior, aquest bloqueig condiciona negativament I'expansio i la

maduracio del conjunt del cultiu cap a cél-lules de llinatge neutrofilic.

En concordanca amb nombrosos ftreballs centrats en determinar quins sén els
fendmens inhibitoris que governen aquests cultius (Kirouac and Zandstra, 2006,
Madlambayan et al., 2005), estudis previs realitzats pel grup de recerca (Pla, 2011)
han permés determinar que el bloqueig de l'activitat duplicativa que pateixen les
céllules CD34* en les condicions de cultiu estudiades, és conseqiiéncia de la
presencia de factors solubles inhibitoris secretats per les CNT (amb fenotip CD34-),

sota certes condicions.

Amb l'objectiu d’estudiar si la dilucid del cultiu amb medi fresc permet evitar
'acumulacié d’agents inhibitoris de manera que s’eviti el bloqueig de la capacitat de
duplicacié de les cel-lules CD34* i, per tant, s’afavoreixi I'expansié i maduracié global
del cultiu, es duu a terme el disseny d’'una estratégia de cultiu consistent en dilucions

periodiques al llarg del cultiu. Es tracta, per tant, d’'un cultiu discontinu alimentat.

Els inoculs assajats en aquesta tanda experimental son els que han patit la inhibicié en
els cultius discontinus: els iniciats a 1x104 i 1x105 CD34*/mL. Els cultius s’inicien a
partir de cel-lules CD34* purificades de SCU a una puresa mitjana del 41% £ 12,1% i

tenen una durada d’entre 14 i 15 dies. De la mateixa manera que en els experiments
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anteriors, el medi de cultiu utilitzat és un medi quimicament definit lliure de sérum
complementat amb els factors de creixement SCF, IL3 i G-CSF (8.2.1). L'estratégia de
cultiu seguida consisteix en una primera dilucié 1:1 (volum cultiu:volum medi fresc) el
dia 4 de cultiu i, posteriorment, dilucions 1:1 consecutives cada 2-3 dies (métode de
cultiu que d’ara en endavant s'Tanomena com a discontinu alimentat). Préviament a
'addici6 de medi fresc, s’extreu mostra de cadascun dels cultius i, mitjangant la
plataforma citométrica ISHAGE, es determina la concentracié de cél-lules CD34* i de

CNT.

Tal com s’observa a la Figura 3. 6, els resultats obtinguts mostren que pel cultiu iniciat
a 1x104 CD34*/mL, l'estrategia d’addicions seguida permet una expansio cel-lular
sostinguda en el temps, assolint uns factors d’expansio de 61,4 = 31,1 per a la
poblacio CD34* i de 1943,4 + 928,6 per a les CNT. Pel qué fa al perfil del cultiu,
I'estratégia seguida permet mantenir la poblacié CD34* en una concentracié constant
entre 2x104 i 4x104 cél-lules/mL a partir del dia 4 de cultiu. De forma contraria, la
concentracié de CNT augmenta de forma progressiva fins a estabilitzar-se el dia 12 de

cultiu, amb valors de concentracio cel-lular entre 1x106 i 2x108 cél-lules/mL.

Per altra banda, i pel qué fa al cultiu iniciat a 1x105 CD34*/mL, els factors d’expansio
assolits son menors: 18,9 = 9,5 i 1073,8 £ 1004,3 per a les CD34* i les CNT,
respectivament. A diferéncia del cultiu d’1x104 CD34*/mL, en [liniciat a 1x10°%
CD34+*/mL, la concentracié de cél-lules CD34* no es manté constant, sin6 que decreix
de forma progressiva a partir del dia 6 i fins a finalitzar el cultiu. Contrariament, en
aquest cas, la concentracio de les CNT es manté constant a partir del dia 7 i fins al

final del cultiu a 1-2x106 cél-lules/mL.
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En ambdés cultius, el perfil de puresa de la poblacié CD34+ respecte les CNT és molt
semblant: el segon dia de cultiu, el percentatge de cél-lules CD34* experimenta un
lleuger increment respecte el percentatge present en l'inocul, ja que algunes de les
cél-lules madures residuals de la purificacié de la SCU acaben morint transcorregudes
les primeres hores de cultiu. Seguidament, la puresa de les cél-lules CD34+* pateix una
davallada progressiva fins a estabilitzar-se en valors entre el 4% i el 0,8% a partir dels

10 dies de cultiu.
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Figura 3. 6: A, B: Perfil de les concentracions cel-lulars durant els 14 dies de cultiu per a I'indcul
d’1x104 CD34*/mL i 1x105 CD34+*/mL, respectivament. 0 Correspon a les CNT i ® correspon a
les CD34+. Es grafica, de forma representativa, un unic lot d’expansié. C, D: Factors d’expansio
assolits al llarg del cultiu pel cultiu d’1x104 CD34+/mL i 1x105 CD34*/mL, respectivament. Es
grafiquen tots els lots d’expansié realitzats. E, F: Perfil de puresa de la poblacié CD34* durant
els 14 dies de cultiu. Els valors es grafiquen com a mitjanes * desviacié estandard. Els cultius
es mantenen en medi lliure de sérum complementat amb 50 ng/mL de SCF, IL3 i G-CSF. La
durada dels cultius és de 14 dies. Al dia 4 de cultiu, es realitza una dilucioé %2 amb medi fresc i,
posteriorment, es realitza la mateixa actuacioé cada 2 dies. Els cultius es mantenen a 37°C i a
5% CO2. N=6 per a l'inocul d’1x104 CD34+/mL i N=4 per a I'inocul d’1x105 CD34+/mL.

3.2.4 Estudi del grau maduratiu en base a la caracteritzacio funcional dels

progenitors mieloides obtinguts a partir del cultiu discontinu alimentat

Per tal d’avaluar I'efectivitat de I'estratégia de cultiu seguida, es realitza un assaig
clonogénic a diferents intervals de temps. Aquest assaig funcional resulta util per
estudiar les variacions en la capacitat clonogénica de les CPH al llarg del cultiu, aixi
com per avaluar el grau d’expansio d’aquesta poblacio cel-lular sota les condicions de

cultiu d’estudi.

Tal com es descriu a l'apartat de Materials i Métodes (8.4.1), la sembra dels cultius
clonogenics es realitza a partir d'un nombre fixat de célllules CD34* als diferents
intervals de temps estudiats: a linici, a la meitat (6 dies) i al final del cultiu. La
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determinacid del nombre de coldnies, aixi com la seva classificacid, es realitza

transcorreguts 14 dies posteriors a la sembra.

Els resultats obtinguts mostren que, tal i com s’observa en la Figura 3.7, el perfil de
'evolucio de I'eficiéncia clonogénica al llarg del temps és igual pels cultius iniciats als
dos inoculs d’estudi: 1x104 CD34*/mL i 1x105 CD34*/mL. Inicialment, [I'eficiéncia
clonogenica total d’'ambdos cultius és del 32,5% + 9,9%. Transcorreguts els primers 6
dies de cultiu, s’observa un increment molt notable en el percentatge de cél-lules
CD34+ amb potencial clonogénic, doncs s’assoleixen eficiéncies clonogéniques totals
del 73,1% % 9,9% i del 63,3% % 21,9% pels cultius d’1x104 CD34*/mL i d1x105
CD34*/mL, respectivament. Al finalitzar el cultiu, aquesta tendéncia creixent es veu
truncada ja que l'eficiencia clonogénica global del final del cultiu és lleugerament
inferior a l'observada als 6 dies de cultiu: 61,8% * 18,8% pels cultius d’1x104

CD34*/mL i 58% % 10,4% pels cultius d’1x105 CD34*/mL.

En referéncia al potencial clonogénic especific de les CPH de llinatge granulocitic
(colonies del tipus CFU-GM), convé destacar que es produeix un augment molt
significatiu des de l'inici del cultiu fins a dia 14. Aquest augment contrasta amb la
davallada de les colonies de tipus BFU-E. Aixi doncs, als 14 dies de cultiu, les coldnies
de tipus CFU-GM representen un 76,9% + 14,8% i un 73,4% * 16,8% del total de les
colonies recomptades dels cultius d’1x104 CD34*/mL i d'1x10° CD34*/mL,
respectivament. Contrariament, als 6 dies de cultiu, la proporcié d’aquest tipus de
colonies és inferior respecte les de tipus BFU-E. Aixd demostra que, en les condicions

de treball, no és fins al final del cultiu que els progenitors dirigits a llinatge mieloide es
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veuen afavorits respecte els dirigits a llinatge eritroide, produint-se, per tant, una

especialitzacio selectiva.
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Figura 3.7: Representacio de les eficiéncies clonogéniques a diferents intervals de temps dels
dos cultius d’estudi: 1x104 CD34+/mL (A) i 1x105 CD34+*/mL (B). Les eficiéncies clonogéniques
especifiques es representen com a: BFU-E &; CFU-GM M, crFu-Mix O. Per a cada
representacio, s’especifica el percentatge que en representa. Els resultats es presenten com a
mitjanes amb les desviacions estandards corresponents. N=5 en 1x104 CD34+/mL i N=4 en
1x105 CD34+/mL.

Figura 3.8: Imatges preses d’algunes de les coldnies observades (200X). A: colonia del tipus
BFU-E. B-C: coldnies del tipus CFU-GM. Per a cadascun dels cultius, 1x104 CD34*/mL i 1x105
CD34*/mL, es duu a terme la determinacié del potencial clonogénic de les cél-lules a Tlinici,
meitat (6 dies) i final del cultiu (14 dies). Per a la sembra de 'assaig clonogénic s’utilitza un
nombre fix de 100 cél-lules CD34*. Aquests es mantenen durant 14 dies a 37°C i 5% CO: i

posteriorment es realitza el recompte i classificacio de les colonies aparegudes.
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Com ja s’ha comentat anteriorment, tant les eficiéncies clonogéniques totals com les
especifiques de llinatge granulocitic (CFU-GM) sén molt semblants pels cultius d’1x104
CD34*/mL i d'1x10° CD34*/mL. No obstant, degut a la diferencia en el potencial
d’expansio de la poblacié CD34+ d’ambdds cultius, el factor d’expansio total de les
eficiéncies clonogéniques és notablement diferent. Aixi, i degut a l'elevada taxa
d’expansi6 de les cél-lules CD34* aconseguida en el cultiu d’1x104 CD34*/mL, és en
aquestes condicions quan es produeix una expansié superior de les colonies de tipus
CFU-GM: 177,4 + 133,6. En canvi, el factor d’expansié assolit en el cultiu d’1x105

CD34+/mL és de 52,74 * 55,51 (Figura 3.9).
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Figura 3.9: Representacio de la taxa d’expansio total de les colonies de tipus CFU-GM als 14
dies de cultiu. El calcul del factor d’expansio total consisteix en el producte del factor d’expansio
especific de les céllules CD34+ pel factor d’expansié especific de les colonies CFU-GM. Els
resultats es representen com a mitjanes amb la desviacié estandard corresponent. N=4 en
1x104 CD34*/mL i N=3 en 1x105 CD34*/mL.
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3.2.5 Estudi del grau maduratiu de les poblacions cel-lulars generades en

cultiu discontinu alimentat en base a la seva caracteritzacio fenotipica

De la mateixa manera que en els cultius en discontinu, es realitza una determinacio
fenotipica mitjancant citometria de flux a diferents intervals de temps al llarg del cultiu
per tal de caracteritzar el procés de maduraciéo de les CPH a cél-lules de llinatge

neutrofilic.

Tal com s’observa a la Figura 3.10, els resultats obtinguts mostren que, en tots els dies
estudiats, el percentatge de céllules amb el fenotip especificat és lleugerament
superior en el cultiu d'1x104 CD34*/mL respecte en el d’'1x105 CD34*/mL. Aixi,
transcorreguts els primers 4 dies de cultiu, un 44,7% * 3,4% de les cel-lules del cultiu
d’1x104 CD34*/mL presenten el fenotip caracteristic del primer estadi maduratiu:
CD11b”ew CD15*. En canvi, en el cultiu d’'1x105 CD34*/mL, aquest percentatge és del
26,3% = 6,5%. En ambdods cultius, el percentatge de cél-lules en aquest estadi
maduratiu augmenta fins el sisé dia de cultiu, moment en el qual s’assoleixen valors de
59,5% + 2,6% i de 41% % 11,1% en els cultius d’1x104 CD34*/mL i d’1x10% CD34*/mL,
respectivament. Aquesta tendéncia s’inverteix a partir del dia 10 de cultiu, ja que part
de les cellules que presenten fenotip de promielocits/mieldcits maduren per a donar
lloc a cél-lules amb fenotip propi de metamielocits i neutrofils segmentats. Aixi, al dese
dia del cultiu iniciat a 1x104 CD34*/mL, el percentatge de cel-lules amb el fenotip
CD11b* CD15* és del 23,9% + 11,3%, mentre que el de cél-lules CD11b* CD16* és de
4,6% + 3,4%. Al seu torn, pel cultiu d’1x105 CD34+/mL, aquests percentatges son de
16,9% + 3,6% i de 4,1% % 0,8%, respectivament. Finalment, I'Gltim dia de cultiu és
quan s’aprecia un percentatge major de cél-lules amb els fenotips caracteristics dels

estadis maduratius més avancats: en el cultiu d’1x104 CD34*/mL, un 58% * 8,3% de
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les céllules sén CD11b* CD15* i un 22,8% % 7,2% s6n CD11b* CD16*. Per la seva
banda, els percentatges d’aquestes poblacions cel-lulars en el cultiu d’1x105 CD34*/mL

sén de 46,7% = 1,3% i de 14,7% £ 0,5%, respectivament.

Per tant, es pot afirmar que les condicions de cultiu que afavoreixen una major
maduracio dels progenitors neutrofilics cap a neutrofils madurs son les que es donen
en el cultiu iniciat a 1x104 CD34*/mL. Aquest fet correlaciona amb la major capacitat

d’expansio que mostra aquest cultiu respecte I'iniciat a 1x10% CD34+*/mL.
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Figura 3.10: Representacié dels percentatges de céllules en cadascun dels tres estats
maduratius de la cascada de diferenciacié neutrofilica a diferents intervals de temps. 1x104
CD34+/mL (A) i 1x108 CD34*/mL (B). CD11b- cD15* B, cD11b* CD15* B, CD11b* CD16+ B.
Els resultats es presenten com a mitjanes amb les desviacions estandards corresponents. N=4
en 1x104 CD34*/mL i N=2 en 1x105 CD34+*/mL.
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Figura 3. 11: Citometries tipus de I'analisi fenotipic dut a terme. A: determinacié del percentatge
de cellules CD11b- CD15* (quadrant inferior-dret) i de cél-lules CD11b* CD15* (quadrant
superior-dret). B: determinacié del percentatge de cél-lules CD11b* CD16* (quadrant superior-
dret). Les adquisicions citométriques es realitzen amb I'equip FACSCalibur i I'analisi posterior

es realitza amb el software FCS Express.

3.3 DISCUSSIO

El treball realitzat en aquest capitol s’ha centrat en el desenvolupament d'una
estratégia de cultiu destinada a I'expansié i maduracié selectiva a llinatge neutrofilic de
les céllules CD34* de SCU. Pel desenvolupament dun cultiu d’aquestes
caracteristiques, en primer lloc és imprescindible la identificacié de les condicions de
cultiu que permeten una major expansié de la poblacié cel-lular d’interés (Kirouac and
Zandstra, 2006, Zandstra and Nagy, 2001), i aixd passa per conéixer quins son els

fendmens inhibitoris que governen el cultiu.

Es per aquest motiu que en primer lloc s’han realitzat una série de cultius en discontinu

iniciats a diferents densitats cel-lulars i se n’ha estudiat la cinética de creixement tant
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de la poblacié CD34+, com la de les CNT. S’ha observat que quan la concentracié de
CNT assoleix un valor entre 1-2x108 CNT/mL, es produeix un bloqueig en la capacitat
replicativa de la poblacié CD34* i, per extensid, una limitacio en la capacitat d’expansio
del cultiu. A partir de I'analisi del cicle cel-lular en combinacié amb la determinacié de
la viabilitat cel-lular, s’ha pogut concloure que aquesta inhibicioé del cultiu és producte
de l'entrada a la quiescéncia d’'un percentatge de les cél-lules CD34*, i no a una
possible mort cellular. Aixi doncs, el comportament descrit sembla indicar I'existéncia
d’algun fenomen inhibitori associat a la densitat cel-lular, tenint en compte que aquesta
limitacid en la capacitat proliferativa del cultiu s’ha produit de forma més primerenca
com més elevat ha estat I'indcul de partida, ja que el cultiu ha tardat menys temps en
assolir la concentracié d’1-2x10® CNT/mL. Aquesta observacidé es correspon amb
treballs en els quals s’ha demostrat que les cél-lules madures generades en un cultiu
d’aquesta tipologia sén les responsables de I'alliberacié en el medi de factors solubles
que actuen inhibint la capacitat proliferativa de les CMH/CPH (Madlambayan et al.,
2005, Majka et al., 2001). Per tant, I'estratégia de cultiu dissenyada ha de considerar el
fet que es tracta d’un tipus de cultiu amb una composicié de les poblacions cel-lulars
altament canviant, i en consequéncia, de la composicié del medi de cultiu (Kirouac and

Zandstra, 2006).

Tenint en compte aquest fenomen, s’ha dissenyat una estratégia de cultiu basada en
la dilucié periddica del medi de cultiu mitjancant I'addicié de medi fresc per tal de, no
tant sols oferir nou medi a les cel-lules, sind diluir els possibles agents inhibitoris per
sota del seu llindar d’accié. Aixi doncs, seguint aquesta estratégia d’addicions, s’ha
obtingut un factor d’expansié de 61,4 £ 31,1 per a la poblacié CD34* en els cultius

iniciats a 1x104 CD34*/mL, de manera que, efectivament, s’ha evitat la inhibicié en la
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capacitat proliferativa del cultiu. Pel qué fa al cultiu iniciat a 1x10%> CD34+/mL, el factor
d’expansio assolit per la poblaci6 CD34* ha estat notablement inferior: 18,9 + 9,5
vegades. Aquesta dada posa de manifest que l'estratégia d’addicions aplicada no ha
estat suficient per a evitar la inhibicié del cultiu amb una densitat cel-lular més elevada,
evidenciant una vegada més que els possibles factors inhibitoris estan associats a la

densitat cel-lular.

Aquesta estratégia de cultiu no ha estat unicament dissenyada per tal d’ampliar el
nombre de cél-lules CD34+, sind que també es pretén induir una maduracié d’aquestes
cél-lules cap a llinatge neutrofilic. Aquest objectiu es fonamenta amb el fet que es creu
que a banda de la dosi cel'lular, el grau d'immaduresa de les CMH de SCU respecte al
de les de SPM i MO, pot ser en part responsable dels llargs periodes d’aplasia, doncs
les CMH necessitaran més temps per a arribar a generar les cél-lules madures
efectores (Broxmeyer et al., 1995, Gluckman, 2000, Shpall et al., 2002). En linia amb
aquesta hipotesis, alguns autors han proposat la utilitzacidé d’'un suplement de
citoquines que permeti la maduracié parcial de les CMH/CPH a llinatge neutrofilic (De
Bruyn et al., 2003, Shpall et al., 2002). En aquest treball s’ha utilitza un coctel
d’'aquestes caracteristiques i, efectivament, s’han generat precursors neutrofils en
diferent estat de maduracié, que eventualment, en el context d’'un trasplantament
hematopoétic, es creu que podrien generar la primera “onada” de neutréfils en sang
periferica amb un lapse de temps molt reduit (De Bruyn et al., 2003). Aixi doncs,
durant el transcurs del cultiu s’ha observat l'aparicié progressiva de precursors
neutrofils en diferents estats de maduracid, assolint uns valors finals de 29,5% + 8,1%
promielocits/mielocits, 58% + 8,3% metamielocits i 22,8% * 7,2% neutrdfils

segmentats.
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Per altra banda, I'efecte d’aquesta combinacié de citoquines de perfil neutrofilic ha
quedat palés en I'especialitzacié selectiva de les CPH cap a llinatge granulocitic, tal
com evidencia el fet que la majoria de colonies aparegudes en els cultius clonogénics
del producte final de I'expansié son del tipus CFU-GM. Aquest fet, juntament amb
l'increment en l'eficiencia clonogénica del producte final expandit respecte a la SCU
inicial, ha portat a la expansio de les CPH formadores de llinatge granulocitic de 183 +
125,7 vegades. Aquesta dada és especialment rellevant, tenint en compte que alguns
autors determinen que la dosi de CFU-GM és directament proporcional a I'éxit del

trasplantament (Boiron et al., 2006).

En resum, s’ha aconseguit aproximar una estratégia d’expansio iniciant el cultiu a
1x10* CD34*/mL i realitzant dilucions periddiques. El producte resultant obtingut es
caracteritza per tenir entre un 4% i un 0,8% de célllules CD34* amb activitat
clonogénica especifica de llinatge granulocitic. La fraccié cel-lular restant correspon a
progenitors neutrofils en diferent estat de diferenciacié. Els resultats obtinguts
conviden a seguir treballant en el marc del desenvolupament d’'un producte de terapia
cellular avancada orientat a reduir els periodes d’aplasia mieloide. Es per aquest
motiu que el seglent pas d’aquest treball experimental consisteix en caracteritzar
cadascuna de les poblacions cel-lulars aparegudes per tal d’aproximar-ne el seu

mecanisme d’accio en el context d’'un trasplantament.
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4.1 INTRODUCCIO

En el capitol anterior s’ha definit una estrategia de cultiu que permet
I'expansid/diferenciacié de les CMH/CPH a llinatge neutrofilic, la qual cosa ha permés
establir les bases pel desenvolupament d’un futur producte de terapia cel-lular dirigit a
reduir els periodes d’aplasia. Arribats a aquest punt, el seglent pas en el context del
desenvolupament consisteix en la caracteritzacié funcional dels elements cel-lulars que
el conformen. Més concretament, i en base als aspectes regulatoris que regeixen la
industria farmaceéutica, la definicié dels mecanismes d’accié de les diferents poblacions
cel-lulars esdevé fonamental, amb [l'objectiu final de poder aproximar el seu

comportament en una eventual aplicacio clinica.

Els resultats obtinguts en el Capitol 3 mostren que a la finalitzacié del cultiu, i en
consonancia amb el fet que les citoquines utilitzades presenten un perfil d’accié
tardana, unicament entre el 4% i el 0,8% soén cél-lules CD34*, essent la poblaci
cel-lular majoritaria CD34-. Tal com han evidenciat els estudis citométrics duts a terme,
aquesta fraccié celllular més madura esta composta basicament per precursors
neutrofils en diferent estat de diferenciacié. Per altra banda, tenint en compte la
naturalesa mieloide del producte cel-lular generat, es considera que aquesta fraccio
també pot estar integrada per cél-lules mieloides supressores, tal com s’esquematitza
a la Figura 4.1 Es precisament en la caracteritzacié de les dues subpoblacions de
perfil més madur sobre les quals es centra I'objectiu del present capitol: les seves
caracteristiques bioldgiques basiques i la potencial aplicacid en el context d’'un
trasplantament hematopoétic. Aquests estudis es duen a terme a partir d’assajos

funcionals /n vitro.
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Figura 4.1. Hipotesi generada sobre la composicio cel-lular del producte final. Els resultats
citométrics obtinguts en el Capitol 3 han evidenciat que la poblaci6 CD34* a la finalitzacié del
cultiu suposa unicament un 0,8 - 4% del total de les ceélllules obtingudes. Al seu torn i
mitjangant la caracteritzacié immunofenotipica, s’ha determinat que la fraccié cel-lular restant i
majoritaria (96 — 99,2%) esta composta per precursors neutrdfils en diferent estat de
maduracié. Addicionalment es considera que aquesta fracci6 cel-lular també pot estar integrada

per cél-lules mieloides supressores.

En referéncia als precursors neutrdfils generats, de la mateixa manera que han
defensat d’altres autors (De Bruyn et al., 2005, Haylock et al., 1992, McNiece et al.,
2000, Paquette et al., 2000, Scheding et al., 2000, Zimmerman et al., 2000, Miles
Prince et al., 2004), s’especula que el seu possible mecanisme d’accioé podria consistir
en que, una vegada trasplantats, acabin de madurar i donin lloc a neutroéfils madurs en
sang en un periode de temps reduit. D’aquesta manera, aquestes cél-lules actuarien

escurcant el periode d’aplasia en els primers estadis posteriors al trasplantament. Per
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tant, si aquesta hipotesi de treball és correcta, per tal de corregir la neutropenia,
aquests precursors haurien de ser capacos de diferenciar in vivo de forma terminal i
d’adquirir les seves propietats funcionals caracteristiques (De Bruyn et al., 2005). Una
d’elles és la capacitat fagocitica, una caracteristica funcional tipica dels estadis finals
de la diferenciacio granulocitica (Glasser and Fiederlein, 1987). Tal com s’observa a la
Figura 4.2, aquesta augmenta a mesura que les cél-lules maduren, essent els
neutrofils segmentats els que assoleixen la maxima activitat fagocitica. La importancia
en l'adquisici6 d’aquesta capacitat funcional, juntament amb la resta de canvis
associats al procés de maduracié, radica en la seva funcié principal a 'organisme com
a part del sistema immunitari innat: eliminacié d’agents infecciosos de forma
inespecifica (Janeway Jr et al.,, 2003). Aixi doncs, un test que permeti estudiar
l'activitat fagocitica in vifro pot ser utilitzat com a indicador funcional d’aquest tipus
cellular. En base a aixd, en el present capitol s’empra un assaig consistent en
determinar 'activitat fagocitica a partir de la utilitzacié d’'unes microesferes fluorescents

i mitjangant la utilitzacio del citometre de flux.

® e ® ® © ©
Fe Receptors ——mm
Phagocytosis  — e
Complement Receplors — e l——

Bacterial Killing —_—
HET Reduction — e
Chemotaxis ———ell

Figura 4.2: Esquema on es representa I'adquisicié de les diferents propietats caracteristiques
dels neutrofils durant el seu procés de diferenciacié. El requadre vermell assenyala I'activitat
fagocitica, caracteristica funcional que s’estudia en el present capitol (Glasser and Fiederlein,
1987).
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Per altra banda, i tal com s’ha comentat anteriorment, una segona caracteristica
rellevant de la suspensié cel-lular generada podria ser la preséncia de cel-lules
mieloides supressores (MDSC, de l'anglés myeloid-derived supressor cells). La
propietat funcional caracteristica d’aquest tipus cel-lular és la seva capacitat d’inhibir la
proliferacié dels limfocits T, actuant com a reguladors negatius de la resposta
immunitaria en situacions de cancer, infeccions, septicémies... (Fujimura et al., 2010,
Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Les dades de les que es disposa actualment semblen
indicar que les MDSC no sén una poblacié definida, sind que sén un grup cel-lular
d'origen mieloide fenotipicament heterogeni amb una activitat bioldgica comu
(Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Aquestes cél-lules van ser descrites per primera
vegada fa aproximadament 25 anys en pacients amb cancer (Buessow et al., 1984,
Seung et al., 1995, Young et al., 1987), perd no ha estat fins als ultims anys que s’ha
posat de manifest la seva importancia com a reguladors del sistema immunitari. L’any
2008, el grup de Bernard Vanhove va generar la primera evidéncia del possible paper
de les MDSC en la tolerancia en el context d’'un trasplantament (Dugast et al., 2008).
Precisament, en un trasplantament hematopoétic, el rebuig és una causa important de
fracas de I'empelt, i aquest fenomen es produeix degut a una resposta immunitaria del
receptor contra el donant. Aquesta resposta esta mediada per la preséncia de limfocits
del receptor, preferentment limfocits T (Mattsson et al., 2008). Es per aquest motiu que
s’especula que la possible preséncia de MDSC en el producte cel-lular resultant de
'expansié podria generar una tolerancia a I'empelt a partir de la immunomodulacié
dels limfocits T del receptor en un eventual trasplantament, la qual cosa suposaria un

valor afegit.
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Es raonable suposar que en el producte final de I'expansié hi hagi MDSC ja que esta
descrit que la produccié d’aquest tipus cellular esta associat a algunes de les
citoquines utilitzades en aquest treball (Gabrilovich and Nagaraj, 2009), i és que
precisament, les MDSC es caracteritzen per ser cél-lules de llinatge mieloide que no
han madurat completament. Amb [l'objectiu d’estudiar la possible preséncia i
funcionalitat d’aquest tipus cel-lular, en el present capitol s’empra un test /n vitro

consistent en mesurar la seva activitat immunomoduladora sobre limfocits T activats.

En resum, l'objectiu principal d’aquest capitol consisteix en aproximar el possible
mecanisme d’accio de les cel-lules que conformen la fraccio CD34- resultant del cultiu
d’expansio, i aixd es duu a terme en base a la seva caracteritzacié funcional mitjangant
la utilitzacié de tests /in vitro. La informacié obtinguda és especialment rellevant per
poder seguir avangant en el desenvolupament del producte de terapia cel-lular

avancada orientat a la reduccio dels periodes d’aplasia.

4.2 RESULTATS

En base a la metodologia d’expansié desenvolupada en el capitol anterior consistent
en addicions periddiques de medi fresc, s’inicien una série de cultius a partir de
cél-lules CD34+ de SCU fresca a una puresa inicial de 48,4 + 13,8% i a un inocul
d'1x10* CD34+*/mL. El medi de cultiu emprat és un quimicament definit lliure de sérum
complementat amb les citoquines SCF, IL-3 i G-CSF (8.2.1). Els cultius es mantenen a
37°C i 5% COz durant 14 dies, i la fraccié cel-lular CD34- resultant d’aquests processos

d’expansio és sotmesa a l'estudi del seu mecanisme d’acci6. Per a tal efecte, en
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primer lloc, es duu a terme una caracteritzacié fenotipica mitjangant citometria de flux i,
posteriorment, es realitzen els assajos funcionals /n vifro, tant per la poblacié de

progenitors neutrofilics com per la de MDSC.

4.2.1. Caracteritzacio funcional in vitro dels precursors neutrofilics

Els estudis citométrics duts a terme en el capitol anterior han posat de manifest que,
seguint la metodologia d’expansié desenvolupada, al llarg del cultiu es produeix una
maduracié progressiva dels precursors neutrofilics generats. Aquest fet té com a
conseqléncia que a diferents punts de cultiu, el perfil de les poblacions en diferent
grau de maduracié és molt divers. Per aquesta rad es planteja la realitzacié dels
estudis funcionals no tant sols sobre les cél-lules obtingudes a la finalitzacié del cultiu,
sin6 també sobre la poblacié cel-lular obtinguda a un punt intermedi. L’objectiu
d’'aquesta doble caracteritzacié se centra en determinar quin impacte té el grau
maduratiu dels precursors neutrofilics sobre el seu mecanisme d’accié en el context
d'un trasplantament hematopoétic. Els punts d’estudi escollits sén les ceéllules
obtingudes a dia 6 (anomenades com a Producte A) i a la finalitzacioé del cultiu, a dia

14 (anomenades com a Producte B).

En primer lloc es duu a terme la caracteritzacio citometrica per tal de determinar quin
és el perfil fenotipic en cadascun dels punts de mostreig. Aquest estudi fenotipic es
realitza en base a la deteccié de les proteines de membrana caracteristiques del
procés de diferenciacié neutrofilic: CD11b, CD15 i CD16, tal com es descriu a la Taula

3.4.
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Els resultats obtinguts mostren que efectivament, entre els dos punts de mostreig
(Producte A i Producte B) existeixen diferéncies notables en la distribucié de les
poblacions en diferent grau de maduracio, essent el Producte B el que presenta un
perfil més madur. Aixi, tal com s’observa a la Figura 4.3, mentre a dia 6 de cultiu la
fraccid maijoritaria de precursors neutrofilics esta integrada per la poblacio més
immadura, la de promieldcits/mieldcits (59,5 £ 2,6%), a la finalitzacié del cultiu la
poblacié majoritaria correspon a la de metamielocits (58 + 8,3%). A més, destaca el fet
que transcorreguts 14 dies de cultiu (Producte B), un 22,8 + 7,2% de les cél-lules
obtingudes presenten el fenotip caracteristic dels neutrdfils segmentats (CD11b*
CD16%*), els quals corresponen a letapa final de la diferenciacid neutrofilica.
Contrariament, aquesta poblacido esta absent a la fraccié cel-lular corresponent al

Producte A (6 dies de cultiu).

801

fenotip especificat

% de cél-lules que expressen el

Temps (dies)

Figura 4.3: Representacié dels percentatges de cél-lules en cadascun dels tres estats
maduratius de la cascada de diferenciacié neutrofilica a diferents intervals de temps. CD1E-
CcD15* , CD1gW* cD15+ , CD15)* CD16* . T=6 dies correspon al Producte A i t=14 dies
correspon al Producte B. Els resultats es presenten com a mitjanes amb les desviacions

estandards corresponents. N=4,
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Una vegada determinat quin és el perfil de distribucio dels precursors neutrofilics per a
cadascuna de les fraccions d’estudi, s’inicien els estudis funcionals /n vifro. Tal com
s’ha esmentat anteriorment, una de les caracteristiques funcionals més rellevants de la

diferenciacio neutrofilica és I'adquisicié gradual de la capacitat fagocitica.

Aixi doncs, per a I'estudi de I'activitat funcional dels precursors neutrofilics generats al
llarg del cultiu, s’empra un test /n vitro consistent en mesurar l'activitat fagocitica
mitjangant citometria de flux. Aquest assaig esta basat en unes microesferes
carboxilades grogues-verdes de 2 um de diametre que, al ser fagocitades per les
cél-lules, poden ser detectades mitjangant citometria de flux, tal com es mostra a la
Figura 4.4 (Lehmann et al., 2000, Steinkamp et al., 1982, van Eeden et al., 1999). A
més, de forma complementaria, les cél-lules fagocitiques han estat observades
mitjangant microscopia confocal per tal de determinar si les microesferes simplement
han quedat unides a la membrana cel-lular o efectivament han estat fagocitades a

I'interior de la cél-lula.
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Figura 4.4. Determinacid citométrica del percentatge de ceél-lules fagocitiques en un punt
concret del cultiu. La senyal emesa per les microesferes és captada pel canal FL1 del citometre

de flux.
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A tal efecte, les cel-lules obtingudes transcorreguts 6 i 14 dies de cultiu (Producte A i
Producte B, respectivament), es sembren sobre una capa estromal confluent (Figura
4.6), amb l'objectiu de promoure’n la seva diferenciacié terminal i, posteriorment,
avaluar-ne la seva activitat fagocitica a diferents punts del cocultiu, tal com
s’esquematitza a la Figura 4. 5. Complementariament, s’estudien els canvis fenotipics

associats al procés de maduracié.
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Figura 4. 5. Esquema experimental per a la caracteritzacié funcional dels precursors neutrofilics
obtinguts a dia 6 (Producte A) i a dia 14 (Producte B) de cultiu. A tal efecte, les cél-lules
obtingudes a aquests dos punts temporals s6n sembrades sobre una capa estromal per tal de
promoure’n la seva maduracio i, posteriorment es determina l'activitat fagocitica de les cél-lules

resultants.
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Tal com s’observa a la Figura 4.7, els resultats obtinguts mostren que [l'activitat
fagocitica inicial del Producte A és molt reduida (4,6 + 3,1% cél-lules amb capacitat
fagocitica), la qual cosa correlaciona amb el fet que la poblacié cel-lular majoritaria en
aquest punt del cultiu és la més immadura de la cascada de diferenciacié neutrofilica
(promielocits/mieldcits). Transcorreguts els 3-4 primers dies posteriors a la sembra
sobre la capa estromal, s’observa una clara diferéncia en el perfil de maduracié: un
36,7 £ 12,8% de les cél-lules presenten el fenotip propi dels metamielocits (CD11b*
CD15%*), a la vegada que es comencen a generar els primers neutrofils segmentats
(2,9 £ 2% de cél-lules amb fenotip CD11b* CD16*). En consonancia amb aquests
resultats, l'activitat fagocitica augmenta de forma considerable, situant-se al 17,9 +
10,5%. Finalment, i transcorreguts 7 dies de cultiu del Producte A sobre la capa
estromal, la poblaci6 de metamielocits (CD11b* CD15*) esdevé la majoritaria, a la
vegada que disminueix el percentatge de cél-lules en un estat més immadur i
augmenta la proporcido de les ceél-lules amb el fenotip caracteristic dels neutrofils
segmentats (CD11b* CD16*). De la mateixa manera, I'activitat fagocitica ha continuat
augmentant respecte els dies anteriors, fins al punt de que un 28,9 £ 13% de les

cel-lules tenen la capacitat de fagocitar.
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Figura 4.6: Imatge presa mitjangant microscopia del cocultiu format en base a una capa
estromal confluent irradiada a 15 Gy sobre la qual es sembren les cél-lules obtingudes a partir
del cultiu d’expansio. L'objectiu d’aquest cocultiu és afavorir la maduracié de les precursors

neutrofilics.

Per altra banda, i en referéncia al Producte B, en aquest cas no s’observa un canvi
substancial pel qué fa a la proporcié de les poblacions cel-lulars en diferent estat de
maduracié durant el seu cultiu sobre la capa estromal. De fet, en aquest cas, a
diferencia del Producte A, ja es parteix d’'un producte en un estat de maduresa més
avancgat, en el qual la poblacié de metamielocits (CD11b* CD15*) és la poblacio
cel-lular majoritaria. De la mateixa manera, el percentatge de cél-lules fagocitiques
tampoc experimenta un increment significatiu, essent del 28 + 11,2% a t=0i del 35,8 =

12,2% a t=7 dies.

Complementariament, 'observacié de les cél-lules fagocitiques mitjangant microscopia
confocal ha permes concloure que, efectivament, la gran majoria de ceél-lules
internalitzen les microesferes sense retenir-les a I'exterior de la seva membrana
cel-lular. Aixo s’ha pogut demostrar a partir de la realitzacié de captures fotografiques

de les cél-lules a diferents plans, tant de I'eix X, Y com Z (Figura 4.8).
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Aixi doncs, els resultats obtinguts evidencien que els precursors neutrofilics generats
al llarg del cultiu d'expansié presenten una de les seves propietats funcionals

caracteristiques: activitat fagocitica.
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Figura 4.7: Representacié dels resultats obtinguts en la sembra sobre una capa confluent de
cél-lules mesenquimals. A i B: Perfils fenotipics del Producte A i del Producte B,
respectivament, durant el cocultiu sobre cél-lules mesenquimals. CD11b- CD15+* , CD11b*
CD15+ E , CD11b* CD16* E C i D: Representacié del percentatge de cél-lules fagocitiques
del Producte A i B, respectivament, durant els diferents intervals temporals de cocultiu sobre
mesenquimals. Els resultats es presenten com a mitjanes amb les desviacions estandards

corresponents. N=4
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Figura 4.8: Imatges de les cél-lules fagocitiques preses mitjangcant microscopia confocal. El
perfil cel-lular s’observa de color vermell gracies a la tincié de la membrana cel-lular realitzada
amb el colorant CellMask Red. Les microesferes fagocitades s’observen de color verd. A:
Representacié d’un dels talls fotografics longitudinal i transversal que permet demostrar que la
microesfera ha estat fagocitada a linterior de la cél-lula. B: Composicié de tots els talls
fotografics realitzats sobre un grup de cél-lules, que permet reconstruir la imatge en 3

dimensions.
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4.2.2. Caracteritzacio funcional in vitro de les MDSC

A continuaci6, i amb l'objectiu de determinar el mecanisme d’accio de les MDSC
resultants del procés d’expansié cel-lular, es duu a terme I'estudi funcional basat en la

determinacio de les propietats immunomodulatories propies d’aquest tipus cel-lular.

En primer lloc, i amb I'objectiu de determinar quin percentatge del total de les cél-lules
obtingudes a la finalitzacié del cultiu presenten el fenotip propi de les MDSC, es
realitza una caracteritzacidé citométrica. Aquestes cél-lules es classifiquen en MDSC
granulocitiques i MDSC monocitiques, i I'estudi fenotipic es realitza en base a

'expressio de les seglents proteines de membrana (Gimeno and Barquinero, 2011):

I.  MDSC-granulocitiques: CD33* HLA-DR- CD15*

II.  MDSC-monocitiques: CD33* HLA-DR- CD14+*

Tal com es pot observar a la Figura 4.9, un 73,5 £ 10,9 % de les ceél-lules obtingudes al
final del cultiu presenten el fenotip caracteristic de les MDSC granulocitiques. En
canvi, el percentatge de MDSC monocitiques és del 27,2 + 10 %. Aquesta diferéncia
entre ambdos tipus de MDSC esta en consonancia amb la principal citoquina utilitzada
en el medi de cultiu: G-CSF, ja que aquesta citoquina, en combinacié amb la SCF i IL-
3 presents en el medi, actua promovent la diferenciacié a llinatge neutrofilic (Thomson
and Lotze, 2003). Aixi, i tal com s’ha observat en la caracteritzacié dels precursors
neutrofilics, la diferenciacié a llinatge granulocitic queda afavorida en detriment del

llinatge monocitic.
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Figura 4.9: Percentatge de cél-lules obtingudes al final del cultiu que compleixen el fenotip
caracteristic de les MDSC granulocitiques (N=5) i de les MDSC monocitiques (N=3). Els

resultats s’expressen com a mitjana * desviacié estandard.

Tal com s’ha descrit anteriorment, la caracteritzacid funcional de les MDSC es
determina en base a I'estudi de la seva capacitat per inhibir la proliferacio limfocitaria
d’'una fraccié de cél-lules mononucleades (CMNSs) obtinguda a partir d’'una donacié de
sang. L’assaig /n vitro dut a terme consisteix en un cocultiu de les MDSC obtingudes a
la finalitzacié del procés d’expansié juntament amb les cél-lules mononucleades, els
limfocits de les quals han estat préeviament activats mitjangant la utilitzacié d’'un estimul
policlonal (PMA/ionomicina) i tenyits amb el marcador citoplasmatic CFSE
(Carboxyfluorescein succinimidyl ester). El cocultiu és dut a terme en diferents
proporcions d’ambdos tipus cel-lulars amb 'objectiu de determinar si el possible efecte
immunomodulador és dosi-dependent. Transcorreguts 6 dies posteriors a la sembra,
es determina de nou el contingut de CFSE dels limfocits mitjangant citometria de flux

(Figura 4.10), la disminucié del qual és indicatiu de proliferaci6 cel-lular.
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Figura 4.10: Representacio grafica dels resultats obtinguts en el cocultiu de CMNs amb les
MDSC obtingudes a la finalitzacio del cultiu. Els resultats s’expressen com a % de proliferacio,
valor que es calcula a partir de la pérdua de la quantitat de CFSE del citoplasma limfocitari.
S’han assajat 4 proporcions cel-lulars diferents, i com a control s’han utilitzat CMNs activades.
CMN: fraccié mononuclear aillada d’un residu leucocitari, en la qual la poblacié limfocitaria
representa la majoria de les cél-lules. MDSC: cél-lules mieloides supressores. Els resultats es

representen com a mitjana * desviacié estandard. N= 4.

Tal com s’observa a la Figura 4.10, els resultats obtinguts mostren que en els casos en
els quals s’ha sembrat la mateixa proporci6 de CMNs i MDSCs, el percentatge de
proliferacié limfocitaria ha estat unicament del 23,4 £+ 14,5%. A mesura que s’ha anat
incrementat la proporcio de les CMNs en front de les MDSC, la capacitat proliferativa
ha augmentat progressivament, fins a situar-se a un valor del 96,9 + 0,7% de limfocits
proliferatius quan la proporci6 de sembra ha estat 1:10 (MDSC:CMN), valor molt
similar al control (CMNs activades). Aixi doncs, aquests resultats semblen indicar que
efectivament les MDSC obtingudes a la finalitzacié del cultiu d’expansié presenten

l'activitat immunomoduladora que les caracteritza (Fujimura et al., 2010, Gabrilovich
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and Nagaraj, 2009). A més, els resultats obtinguts en les diferents proporcions

cel-lulars utilitzades semblen indicar que aquesta capacitat per inhibir la proliferacio

limfocitaria és dosi-dependent.
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Figura 4.11: Analisi citometric per a la determinacié del percentatge de proliferacié en base als

nivells de CFSE del citoplasma cel-lular. La pérdua d’intensitat del marcatge per CFSE és

indicatiu de proliferacié cel-lular, ja que per a cada procés de duplicacio, la tincié citoplasmatica

es redueix a la meitat. A: CMNs cultivades sense estimul policlonal (control negatiu). B:

Cocultiu de CMNs estimulades i MDSC, a una proporcié 1:1. C: Cocultiu de CMNs estimulades

i MDSC, a una proporcié 2:1. D: Cocultiu de CMNs estimulades i MDSC, a una proporcio 5:1.

E: Cocultiu de CMNs estimulades i MDSC, a una proporcié 10:1. F: CMNs cultivades amb

estimul policlonal (control positiu).
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4.3 DISCUSSIO

Un element clau en el desenvolupament d’'un producte de terapia cel-lular avancada és
la definicié dels seus possibles mecanismes d’accio en el context de I'aplicacio clinica
pel qual ha estat concebut. Es per aquest motiu que el present capitol s’ha plantejat
amb l'objectiu de dur a terme la caracteritzacio funcional, a partir d’assajos in vifro, de
les poblacions cel-lulars que conformen la fracci6 majoritaria del producte, la fraccid

CD34-.

En primer lloc s’ha dut a terme una caracteritzacié fenotipica, la qual ha posat de
manifest que aquesta fraccié cel-lular esta integrada basicament per cél-lules mieloides
supressores (MDSC) i per precursors neutrofilics en diferent grau de maduracio.
D’aquests resultats destaca el fet que en ambdds determinacions, s'obté com a
resultat que la totalitat de les cél-lules pertanyen a un o altre tipus cel-lular, tal com es
mostra a la Figura 4.12. Aixd es pot atribuir al fet que els marcadors utilitzats per a la
caracteritzacio de les MDSC no son suficientment especifics. De fet, en aquest sentit,
no existeix un consens en la comunitat cientifica a I’hora de definir un fenotip especific
per a les MDSC degut a que es tracta d'una poblacié cellular molt heterogénia
(Filipazzi et al., 2012, Poschke and Kiessling, 2012). Aquesta dificultat en la definicio
d'un fenotip especific recau en el fet que no s’ha aconseguit establir de forma molt
clara la frontera entre els precursors neutrofilics i les MDSC granulocitiques (Pillay et
al., 2013). A priori, la diferencia fonamental entre els dos tipus cel-lulars és la capacitat
d'immunomodulacié que presenten les MDSC, pero recentment s’han publicat treballs
en els quals es presenten nous avengos en la definicié de la biologia dels neutrofils,

com ara la presentacio d’antigens, la inhibicié de la resposta immunitaria, o la induccio
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en la commutacio de classe de les cel-lules B (Ostanin et al., 2012, Pillay et al., 2013,
Puga et al.,, 2011). En base a aquests resultats, hi ha qui postula que les MDSC

granulocitiques no sén res més que un subtipus de neutrdfils (Pillay et al., 2013).

Nnu'r@iii"’ =2
segmgntat

CD34+

Figura 4.12. Esquema de la composici6 cel-lular de la fracci6 CD34- del producte obtingut a la
finalitzacié del procés d’expansio, en base a la seva caracteritzacié fenotipica. Segons els
resultats citometrics obtinguts, aquesta fraccid cel-lular esta integrada, en la seva totalitat, per
precursors neutrofilics o per MDSC. Aquesta falta de coheréncia en els resultats posa en
evidéncia que els marcadors utilitzats per a la caracteritzacio de les MDSC no sén

suficientment especifics.

No obstant, els estudis funcionals duts a terme han evidenciat que en el producte final
de lI'expansié hi ha cél-lules amb capacitat d’'inhibir la proliferacié limfocitaria (Figura
4.10). Aquesta troballa obre les portes a plantejar un possible efecte
immunomodulador per part del producte expandit que indueixi una tolerancia a
lempelt. En aquest sentit, existeixen diversos treballs en que s’ha demostrat el
potencial paper immunomodulador de les MDSC per tal d’induir tolerancia en un
context de trasplantament (Adeegbe et al., 2011, Marigo et al., 2010, Zhang et al.,

2008, Garcia et al., 2010). Aixi doncs, tenint en compte que el rebuig és una de les

75



CAPITOL 4: Estudi de la funcionalitat in vitro

principals causes de fracas en I'empelt (Mattsson et al., 2008), en cas de que aquest
efecte quedés confirmat /n vivo, suposaria un valor afegit al producte de terapia
cel-lular desenvolupat, ja que aquest no tan sols podria actuar sobre la reduccié dels
periodes d’aplasia, sind que també podria tenir un efecte facilitador de I'empelt de la

unitat de SCU no expandida.

Per altra banda, i en referéncia a la determinacid del mecanisme d’accio dels
precursors neutrofilics generats, s’ha dut a terme la seva caracteritzacié funcional en
base a l'estudi de la progressiva adquisici6 de [lactivitat fagocitica durant els
successius estadis de diferenciacié. Tenint en compte que una de les hipotesis
plantejades en aquest treball es fonamenta en el fet que els precursors neutrofilics
generats puguin ser els responsables de la generacio dels primers neutrofils en sang,
és imprescindible que aquests precursors siguin capacos d’adquirir les seves
propietats funcionals caracteristiques (De Bruyn et al., 2005). L’estudi funcional
realitzat ha consistit en la sembra de les cél-lules obtingudes del procés d’expansid
sobre una capa estromal, per tal d’'induir la seva maduracié terminal, i a continuacié se
n'ha determinat la seva activitat fagocitica. Els resultats obtinguts han posat de
manifest que efectivament els precursors neutrofilics produits presenten una activitat
fagocitica associada al seu grau de maduresa. No obstant, en les condicions
experimentals assajades, unicament 35,1£11,3% dels precursors neutrofilics obtinguts
a la finalitzacié del cultiu d’expansio han estat capagos de madurar de forma terminal.
Aquests resultats es corresponen amb els publicats per I'equip de De Bruyn (De Bruyn
et al.,, 2003) ja que també s’observa que efectivament es produeix una maduracio
terminal a neutrdfils madurs, perd no del total de les cél-lules. Aquestes dades

suggereixen que els precursors neutrofilics generats son capagos de diferenciar i
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d’adquirir la seva capacitat fagocitica, perd que la maduracié completa d’aquest tipus
cel-lular probablement necessita el contacte amb el microambient del moll d’os (De

Bruyn et al., 2003).

Aixi doncs, les dades de funcionalitat /n vifro obtingudes en aquest capitol suposen
una eina molt valuosa per tal de poder aproximar quin paper podrien jugar les diferents
poblacions d’aquesta fraccid cel-lular majoritaria en un eventual trasplantament de
reconstitucié hematopoética. No obstant, amb I'objectiu de tenir una idea més realista
del potencial terapéutic del producte, és evident aquestes dades s’han de
complementar amb estudis en models animal /n vivo. A tal efecte, en el Capitol 5 es

realitza una caracteritzacio del producte cel-lular en model muri immunodeficient.

7
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5.1 INTRODUCCIO

Una vegada realitzada la caracteritzacié funcional /n vitro del capitol anterior, el
seguent pas consisteix en la caracteritzacié dels productes cel-lulars in vivo. Aquesta
caracteritzacio permetra, per una banda, determinar la capacitat d’empelt i repoblacio

de les cél-lules generades i, per altra banda, avaluar-ne la seguretat.

Una CMH funcionalment activa es defineix com aquella cél-lula amb capacitat
d’autorenovacié que és capac¢ d’empeltar i repoblar el moll d’'os, generant cél-lules
madures de tots els llinatges sanguinis de forma estable i duradora (Greiner et al.,
1998, Kobari et al., 2000, Shultz et al., 2007, Shultz et al., 2005). L’assaig funcional
més ampliament acceptat per a la caracteritzacio de les CMH esta basat en el model
muri NOD-Scid (Greiner et al., 1998, Shultz et al., 2005). Aquest assaig consisteix en
el trasplantament de les CMH d’estudi a ratolins préviament irradiats, i en la posterior
determinacié del grau de quimerisme huma en moll d’'os i sang periféerica per tal
d’avaluar-ne la capacitat de repoblament. La idoneitat d’'aquest model animal recau en
la immunodeficiéncia severa que presenta al permetre el xenotrasplantament de
cel'lules humanes sense que es produeixi rebuig (Brehm et al., 2010). Des del
descobriment de la mutacié responsable de la immunodeficiéncia al 1983, s’han estat
generant varies soques que han permés aplicar aquest model animal en diverses
disciplines biomeédiques per a I'estudi de I'hematopoesi i la immunobiologia humana

(Brehm et al., 2010).

Recentment, s’ha desenvolupat la soca NOD-scid /LZ2ry™, que es caracteritza per
'abséncia de limfocits i cél-lules NK, a més d’altres deficiencies en la immunitat.
Aquestes caracteristiques afavoreixen que els nivells dempelt de les CMH
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trasplantades siguin 6 vegades superiors respecte els ratolins NOD-scid convencionals
sotmesos al mateix tractament (Brehm et al., 2010, Giassi et al., 2008, Shultz et al.,
2007, Shultz et al., 2005). A més, aquesta soca de ratolins presenta una resisténcia a
la formacio de timomes, que té com a conseqiiéncia una prolongacié de I'esperanca
de vida dels ratolins, permetent aixi la realitzacié d’estudis de més duracio respecte els

realitzats amb ratolins NOD-scid convencionals (Shultz et al., 2005).

La utilitzacié d’aquest model animal ofereix la possibilitat de caracteritzar la capacitat
repobladora de les CMH estudiades, segons si sén cél-lules repobladores de curt o de
llarg termini (Glenechea et al., 1999). Les CMH amb capacitat de repoblacié a curt
termini (rSRC, de I'anglés rapid SC/D repopulating cells), descrites per primera vegada
per Mazurier 'any 2003, es caracteritzen per a la seva capacitat de repoblacio del moll
d'os dels ratolins transcorregudes 2-3 setmanes del seu trasplantament (Mazurier et
al., 2003). Per altra banda, les cél-lules amb capacitat repobladora a llarg termini (LT-
SRC, de l'anglés /long-term SCID repopulating cells) son aquelles que repoblen el moll

d’os a partir de les 8 setmanes del seu trasplantament.

En el desenvolupament de productes de terapia cellular basats en CMH/CPH,
determinar les caracteristiques de les ceél-lules en base a la seva capacitat de
repoblacié esdevé un punt basic en I'estudi per tal de predir el seu potencial en la seva
aplicacié clinica (Piacibello et al., 1999). A més, a banda de determinar I'eficacia del
producte, els estudis /n vivo sén imprescindibles per tal d’avaluar-ne la seguretat (en
els aspectes de toxicitat, tumorogeneicitat i farmacologia) com a possible producte de

terapia cel-lular.
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En aquest capitol, i de forma complementaria al treball presentat en el capitol anterior,
es duu a terme la determinacié de la funcionalitat /in vivo de les cél-lules generades en
cultiu. Aixi, de la mateixa manera que s’ha realitzat en el Capitol 4, les cel-lules
sotmeses a aquest estudi provenen de dos punts diferents del cultiu: transcorreguts 6
dies des de linici de I'expansié (Producte A) i transcorreguts 14 dies des de I'inici de
'expansié (Producte B). Aixi, mitjancant la utilitzacié del model muri NOD-scid /L 2ry™",
s’avalua la capacitat de repoblament del moll d’os a curt i llarg termini dels productes
d’estudi en comparacio amb les CMH de SCU no expandides. Amb aquestes dades
afegides a les presentades en el Capitol 4, es pretén determinar en quin moment del
cultiu es troba el producte cel-lular amb les caracteristiques funcionals per a esdevenir
un farmac cellular orientat al tractament de I'aplasia mieloide. Per altra banda, aquest
estudi es complementa amb un de seguretat consistent en un seguiment veterinari
durant tot el transcurs de I'estudi i en una necropsia completa final amb una avaluacio
macroscopica i microscopica dels organs per a determinar la preséncia de possibles

formacions neoplasiques.

5.2 RESULTATS

5.2.1. Produccio dels tres productes cel-lulars a trasplantar al model muri

NOD-scid IL2rynull

Amb l'objectiu de determinar la capacitat de repoblament hematopoétic dels dos
productes cel-lulars d’estudi (Producte A i Producte B) en comparacié amb les cél-lules

CD34* no expandides de SCU, es duu a el trasplantament i posterior determinacio
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dels nivells de quimerisme huma en moll d’os i sang periférica del model muri NOD-

scid IL2ryt,

1.0x10°7 - Producte B

1.0x10°€ -

Producte A

1.0x10°5 4

1.0x10°4 4

Concentracio cel-lular (cél-lules/mL)

CD34"
fresques

1.0x10°

° ® $ K
mps (dies)

n=30 n=30 n=30
Dosi: 1x10° CD34"

Analisi quimerisme a 1, 2, 3,
4 i 8 setmanes

Dosi: 1x10° CD34"
Analisi quimerisme a 1, 2, 3,
4 i 8 setmanes

Dosi: 1x10° CD34"
Analisi quimerisme a 1, 2, 3,
4 i 8 setmanes

Figura 5.1: Esquema del procediment experimental seguit. Es trasplanten un total de 30 ratolins
amb cadascun dels productes cel-lulars d’estudi a una dosi d’'1x105 CD34*/ratoli. De forma
prévia al trasplantament, els ratolins sén sotmesos a una irradiacié subletal de 2 Gy. El
Producte A s’obté transcorreguts 6 dies de cultiu i el Producte B s’obté als 14 dies de cultiu.

Com a control s’utilitzen cél-lules CD34+ de SCU purificades i no expandides.

De la mateixa manera que en el Capitol 5, la preparacié del Producte A i Producte B
es realitza mitjangant el cultiu d’expansié/diferenciacio descrit en el Capitol 3. El cultiu
s’inicia a partir de cél-lules CD34* purificades de SCU a una puresa mitjana de 41+

12,1% i a un indcul d’1x104 CD34+*/mL, i es manté en un medi quimicament definit lliure
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de sérum i complementat amb els factors de creixement SCF, IL-3 i G-CSF (8.2.1). Tal
com s’observa a la Figura 5.1, el Producte A s’obté transcorreguts 6 dies de cultiu,
mentre que el Producte B s’obté als 14 dies de cultiu. Per ultim, les CD34* no
expandides (fresques) s’obtenen directament de la seva purificacio de SCU, a una
puresa mitja de 31,5 £ 5,2%, i no es sotmeten a cap procés d’expansid. Aquestes
cél-lules serveixen per a establir la linia basal del nivell d’empelt respecte el qual es
comparara l'obtingut amb el trasplantament del Producte A i del Producte B. Per a
cadascun dels productes cel-lulars assajats, es trasplanten un total de 30 ratolins a

una dosi d’1x105 CD34*/ratoli.

Durant el procés de preparacio, les cél-lules CD34* del Producte A s’expandeixen un
total de 7,5 = 2 vegades, mentre que el conjunt total de cél-lules del cultiu s’expandeix
una mitja de 21,9 £ 7,6 vegades. En aquest punt, la puresa de les cél-lules CD34* que
conformen el Producte A és del 14,9 + 4,6%. Per altra banda, les cél-lules CD34+ del
Producte B s’expandeixen 61,6 + 26,9 vegades, i el total de cél-lules del cultiu ho fan
1935,9 + 726 vegades (Taula 5.1). En aquest cas, la puresa de les cél-lules CD34* és

del 1,23 £ 0,5%.

Degut a que la dosi de cél-lules CD34* a trasplantar es fixa a 1x105 CD34*/ratoli i
donada la diferéncia en el grau de puresa entre els Productes A i B, el nombre de
cellules madures (CD45* CD34-) és radicalment diferent entre cadascun dels
productes trasplantats. Pel qué fa a les CD34* fresques, el nombre de cél-lules
madures per cada 1x105 CD34* és de 1,4 x105. En el cas del Producte A, el nombre de
cél-lules madures és de 5,7x105 per cada 1x10% CD34*, i en el Producte B és de 8x108.

Tal com s’ha determinat en el Capitol 4, i es descriu novament en I'apartat 5.2.2.2, en
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el cas del Producte A i del Producte B, aquest conjunt de cél-lules consisteix en
precursors neutrofilics en diferent grau de maduracié. En canvi, en el cas de les
célllules CD34* fresques no expandides, aquestes cel-lules sén romanents de la

purificacio.

Producte A Producte B
(t=6 dies cultiu) (t=14 dies cultiu)
EpT CD34+ 75+2 61,6 £ 26,9
EpT ceél-lules totals 21976 1935,9 + 726
EpT CFU-GM 12,49 + 4,7 87,81 + 25,05
EpT CFU totals 15,6 £ 5,93 72,28 + 14,94

Taula 5.1: Factors d’expansio assolits al finalitzar la produccié dels Productes A i B. EpT: factor
d’expansio total. El calcul del factor d’expansio total per a les cél-lules CD34* o per a les
cél-lules totals es realitza a partir del quocient entre el nombre de cel-lules obtingut al final del
cultiu i el nombre de cél-lules a linici del cultiu. Pel qué fa al factor d’expansié del potencial
clonogénic, aquest es calcula a partir del producte entre el factor d’expansié especific de

I'eficiéncia clonogénica i el factor d’expansié especific de la poblacié CD34+.

5.2.2. Caracteritzacio in vitro dels tres productes cel-lulars a trasplantar al

model muri NOD-scid IL2ry™!

De forma prévia a la infusié als ratolins, es fa una caracteritzacié de cadascun dels
productes a trasplantar. Aquesta caracteritzacid consisteix en un assaig clonogénic /in

vitroi en un conjunt de determinacions fenotipiques.
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5.2.2.1. Determinaci0 de la capacitat clonogenica dels progenitors

hematopoetics

Els assajos clonogénics in vitro resulten utils per a determinar la proporcié de CPH
dirigides a llinatge granulocitic presents en la poblacié CD34+. Tal com es descriu a
'apartat de Materials i Métodes (apartat 8.4.1), es sembren un total de 100 cél-lules
CD34+ per a cada cultiu clonogeénic i, transcorreguts 14 dies posteriors a la sembra, es

realitza el recompte i classificacio de les colonies presents.

Els resultats obtinguts mostren que existeixen diferéncies en I'eficiencia clonogénica
global de cadascun dels productes cel-lulars. En termes generals, tant el Producte A
com el Producte B presenten una eficiéncia clonogénica global major que les cél-lules
CD34+ fresques ja que, mentre que [l'eficiencia clonogénica del Producte A i del
Producte B és de 86,2% £ 22,8% i 66,7% * 19,2%, respectivament, la de les cél-lules
CD34+ fresques és del 42,1% £ 3,5% (Figura 5.2). Pel qué fa a les eficiéncies
clonogéniques especifiques de llinatge, s’observen diferéncies molt evidents entre els
tres productes cel-lulars obtinguts (Figura 5.2). En les CD34* fresques, el percentatge
de progenitors de llinatge eritroide i de llinatge granulocitic és aproximadament el
mateix: 21%. Pel qué fa al producte obtingut als 6 dies de cultiu (Producte A), aquest
mostra una proporcid de progenitors eritroides de 49,2 + 21,1%, caracteritzats per la
preséncia de colonies del tipus BFU-E. En aquest mateix producte, el contingut de
progenitors granulocitic-macrofag, caracteritzats per la generacié de colonies del tipus
CFU-GM, és del 31,7 = 3,5%. No existeixen per tant diferéncies estadisticament
significatives (p<0,05) entre les poblacions de progenitors presents, fet que posa de
manifest que, fins al moment, no s’ha produit una maduracié selectiva a llinatge

granulocitic.
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En contrast, als 14 dies de cultiu (Producte B), la preséncia de cél-lules progenitores
amb capacitat clonogénica CFU-GM és del 48,6 + 14,2%, i les formadores de colonies
del tipus BFU-E és del 22,9 + 3,3%. Per tant, en aquest cas, les diferéncies
observades son estadisticament significatives (p<0,05). Aixi doncs, tot i que el
Producte B mostra una menor capacitat clonogénica respecte el Producte A, guanya

en especificitat.

Aquestes dades, conjuntament amb les taxes d’expansido de la poblaci6 CD34*
assolides durant el transcurs del cultiu, permeten determinar el factor d’expansio del
potencial clonogénic assolit en la producci6 tant del Producte A com del Producte B
(Taula 5.1). Aixi, quan finalitza la fabricacié del Producte A (6 dies de cultiu), el
potencial clonogénic especific de llinatge granulocitic-macrofag s’ha expandit 12,5 +
4,7 vegades, mentre que el potencial clonogénic global del cultiu ho ha fet 15,6 = 5,9.
Al seu torn, quan finalitza la fabricacié del Producte B (14 dies de cultiu), el potencial
clonogénic s’ha expandit 87,8 £ 25 72,3 + 14,9 vegades, pels progenitors de llinatge

granulocitic-macrofag i pel global de progenitors del cultiu, respectivament.

Aixi doncs, en les condicions de cultiu emprades, la diferenciacié dels progenitors
hematopoétics cap a progenitors de llinatge granulocitic no es fa evident fins al final
del cultiu, essent el Producte B el que esta compost per una majoria de progenitors

granulocitics-macrofags.
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CD34* fresques (n=7)

Producte A (n=5)

Producte B (n=7)

Figura 5.2: Eficiencies clonogéniques especifiques de llinatge per a cadascuna de les fraccions
cellulars d’estudi. Per a la determinacié de I'eficiencia clonogénica es sembren 100 cel-lules
CD34* en plaques de petri de 35 mm de diametre amb un medi comercial compost per
metilcel-lulosa i factors de creixement. Transcorreguts 14 dies posteriors a la sembra, es
recompten i classifiquen les colonies aparegudes. Per altra banda, pel calcul de la puresa de la
poblacié CD34*, es realitza el quocient entre el nombre de célllules CD34* i el nimero de
cél-lules CD34-CD45*. * La diferéncia en [leficiencia clonogénica de llinatge granulocitic-
macrofag respecte la de llinatge eritroide no es considera estadisticament significativa
(p=0,151). § La diferéncia en I'eficiéncia clonogénica de llinatge granulocitic-macréfag respecte

la de llinatge eritroide si que es considera estadisticament significativa (p=0,029).
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5.2.2.2. Caracteritzacio fenotipica dels progenitors hematopoeétics

Amb [l'objectiu de determinar les diferencies fenotipiques entre els tres productes
cel-lulars d’estudi de forma prévia al trasplantament, s’analitzen per citometria les
cél-lules CD34* mitjancant la combinacié de marcadors caracteristics dels progenitors
més immadurs (CD133, CD90 i HLA-DR) i, la combinacié de marcadors especifics de
llinatge caracteristics dels progenitors més madurs (CD13, CD19, CD33, CD41a i

CD71).

L’estudi immunofenotipic dels productes cel-lulars mostra que les proporcions de
céllules que expressen el fenotip més immadur es mantenen en les tres fraccions
cel-lulars trasplantades. Per una banda, el percentatge de cél-lules CD34* que
coexpressen la glicoproteina CD133 es manté en torn del 95% tant en els productes A
i B, com en les cél-lules CD34* no expandides. Per altra banda, i de la mateixa
manera, el percentatge de cél-lules CD34* que presenten les proteines CD133 i CD90
en la seva membrana és dentre el 80 i el 90% en els tres productes d’estudi.
Finalment, les cél-lules amb el fenotip CD133* CD90* i HLA-DR- representen el 4-7%

de la poblacié CD34* (Taula 5.2).

Pel que fa als marcadors especifics de llinatge, la coexpressiéo dels marcadors
mieloides CD13 i CD33, en practicament la totalitat de les cél-lules CD34+ evidencia
que la majoria dels progenitors hematopoétics son de llinatge mieloide,
independentment de la fraccié cel-lular estudiada (Producte A, Producte B i CD34* no
expandides). Per altra banda, els nivells de coexpressié del marcador eritroide CD71
es situen per sobre del 90% en les tres fraccions cel-lulars d’estudi. Aquest fet no

evidencia una possible diferenciacié a llinatge eritroide, sind que al tractar-se del
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receptor de la transferrina, la seva expressi®6 és comuna en totes les cél-lules
proliferatives amb la necessitat d’incorporar ferro [http://prow.nci.nih.gov]. Pel qué fa al
llinatge megacariocitic, les cel-lules CD34* de les tres fraccions cel-lulars presenten
uns nivells reduits del marcador CD41a en les seves membranes, fet que denota que
en aquestes condicions de cultiu, els progenitors hematopoétics no s’estan diferenciant
cap a llinatge megacariocitic. Per ultim, en cap de les tres fraccions cel-lulars d’estudi

es detecta la coexpressio del marcador CD19, caracteristic dels limfocits B.

Producte A Producte B CD34*fresques
(t=6 dies cultiu) (t=14 dies cultiu)
n=2 n=4 n=3
CD13+*en CD34+ 99,96 + 0,06 99,92 + 0,11 96,72 + 4,72
CD19* en CD34+ 0 0 0
Fenotip
CD33* en CD34+ 99,86 + 0,87 100+ 0 93,56 + 5,25
madur
CD41a* en CD34+ 7,41 £7,08 4,51 £ 5,66 1,6 +£1,18
CD71* en CD34+ 97,78 + 0,92 95,77 £ 0,77 87,11 £ 15,21
CD133* en CD34+* 94,56 + 4,67 97,27 £+ 1,18 95,62
. CD133* CD90* en
Fenotip 78,36 = 15,72 89,58 + 3,35 89,21
. CD34+
immadur
CD133* CD90* HLA-
4,36 £ 075 3,97 £ 0,78 6,91
DR-en CD34~+

Taula 5.2: Patr6 d’expressio fenotipic de cadascuna de les fraccions cel-lulars d’estudi. Per a
totes les fraccions cel-lulars es duu a terme una exhaustiva caracteritzacio fenotipica tant de les
cél-lules CD34* compromeses als diferents llinatges sanguinis com de les cél-lules CD34* més
immadures. En tots els casos, la técnica utilitzada ha estat citometria de flux. Els resultats

s’expressen com a mitjana * desviacié estandard.
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5.2.3. Caracteritzacio in vivo dels productes cel-lulars: estudi de la capacitat

d’empelt i repoblacié en el model muri NOD-scid IL2rynull

Per tal d’estudiar la resposta bioldgica /n vivo dels productes generats a partir del cultiu
d’expansio en comparacié amb les CD34* de SCU sense expandir, es duu a terme un
assaig de repoblacio en el model muri NOD-scid /L2ry™. Es trasplanten un total de 30
ratolins per a cada producte cel-lular d’estudi (Producte A, Producte B i cel-lules CD34+*
no expandides) a una dosi de 1x10% CD34*/ratoli. El trasplantament es realitza en
ratolins préviament irradiats (a una dosi subletal de 2Gy) mitjangant injeccié realitzada
en una vena de la cua. La determinacié de la capacitat de repoblacié es realitza en
base a l'analisi del grau de quimerisme huma assolit tant en moll d’os com en sang
periférica transcorregudes 1, 2, 3, 4 i 8 setmanes des del trasplantament. En cada punt
temporal, es sacrifiquen 6 ratolins per a cada producte cel-lular estudiat. L’estudi del
grau de quimerisme es realitza mitjancant citometria de flux i consisteix en la
determinaci6 del nombre de célllules marcades amb [lanticos anti-CD45 huma
respecte el nombre de célllules marcades amb l'anticos anti-CD45 muri. A banda
d'aixd, també es determinen les subpoblacions mieloides, neutrofiles,
megacariocitiques i limfoides dins la poblacié CD45* humana amb els marcadors

CD13, CD15i CD16, CD41a i CD3, respectivament (Figura 5.3).
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Figura 5.3: Exemple de citometria per a la determinacié del grau de quimerisme i de les

subpoblacions presents tant en sang periférica com en moll d’os. A: representacié de totes les

cél-lules segons la seva mida i complexitat. B: la poblacié seleccionada en el grafic A es sotmet

a una discriminacio de possibles doblets cel-lulars (no mostrat) i a continuacié es representa en

el grafic B, en el qual es pot distingir la poblacié de cél-lules CD45+ humanes. Aquesta poblacié

seleccionada en el grafic B és representada en els grafics C, D, E, F i G per tal de determinar-

ne la subpoblacio a la qual pertanyen.
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5.2.3.1. Reconstitucié hematopoeética a curt termini

Per tal de determinar l'activitat repobladora a curt termini (rSRA) que tenen els
Productes A i B en comparaciéo amb les cél-lules CD34* no expandides, es sacrifiquen
un total de 18 ratolins i se n'estudia el grau de quimerisme transcorregudes 2
setmanes del trasplantament.

En primer lloc conveé destacar que I'efectivitat de 'empelt no es veu condicionada pel
producte cel-lular trasplantat ja que els tres productes cel-lulars han empeltat a tots els
ratolins (nivell de quimerisme >0,1), fet que fixa una taxa d’empelt del 100%.

Pel qué fa als nivells de quimerisme assolits en el moll d’os, tal com s’observa a la
Figura 5.4.A, sén del 3,7 £ 2,7%, 4,7 £ 3,2% i 2,1 £ 2,1% pel Producte A, Producte B i
céllules CD34* no expandies, respectivament. Aixi doncs, el grau de quimerisme
assolit en els ratolins trasplantats amb el Producte B és lleugerament superior a la
resta, essent els ratolins trasplantats amb CD34* no expandides els que mostren uns
nivells de quimerisme més reduits. No obstant, en cap cas les diferéncies entre els tres
productes cel-lulars d'estudi es poden considerar estadisticament significatives
(p<0,05).

Pel que fa als nivells de quimerisme en sang periférica (Figura 5.4.B), els resultats
mostren que, a I'igual que en el moll d’os, els nivells d’empelt son molt semblants pels
tres productes cel-lulars d’estudi. En aquest cas pero, els percentatges de cél-lules
humanes respecte les cél-lules murines son inferiors en comparacio al moll d’os: 0,3 *
0,2% pel Producte A, 0,5 £ 0,4% pel Producte B i 0,4 £ 0,3% per les cél-lules CD34*
no expandides. Les diferéncies entre els tres productes tampoc es consideren

estadisticament significatives.
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Figura 5.4: Determinaci6 dels nivells d’empelt a curt termini (2 setmanes post-trasplantament).
Es sacrifiquen un total de 6 ratolins trasplantats amb cadascun dels productes cel-lulars
d'estudi. El nivell dempelt es mesura a partr del grau de quimerisme
(hCD45*/mCD45*+hCD45*) tant en moll d'os (A), com en sang periférica (B) mitjangant
citometria de flux. En moll d’os (A), tant els ratolins trasplantats amb el Producte A com amb el
Producte B mostren uns nivells de quimerisme lleugerament superiors als tractats amb les
CD34+ fresques, tot i que les diferéncies no sén estadisticament significatives. En sang
periférica (B), els nivells de quimerisme dels tres grups experimentals sén molt similars. En tots

els casos, el grau de quimerisme en sang periférica és menor al del moll d’os.
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De forma complementaria a I'analisi del grau de quimerisme, s’estudia la preséncia de
diverses subpoblacions dins la poblaci6 CD45* humana en moll d’'os amb l'objectiu de
determinar el llinatge de les ceél-lules humanes repobladores. Tal com s’observa a la
Figura 5.5, independentment del producte cel-lular transfos, transcorregudes 2
setmanes del trasplantament, la majoria de cél-lules humanes del moll d'os dels
ratolins son de llinatge mieloide (CD13*): 50,1 + 17,8% en ratolins trasplantats amb el
Producte A, 58,8 £ 14,5% en ratolins trasplantats amb Producte B i 57,4 = 24,9% en
ratolins trasplantats amb cél-lules CD34* no expandides. Tot i que en menor mesura,
la subpoblacié CD15* (precursors neutrofilics) també esta present en el moll d’os dels
ratolins trasplantats amb qualsevol dels tres productes: 22,7 £ 10%, 20,1 £ 12,2 % i
21,7 £ 13,5% en ratolins trasplantats amb el Producte A, amb el Producte B i amb les

cél-lules CD34* no expandides, respectivament.

Contrariament, pel qué fa a la resta de subpoblacions, I'analisi dels nivells d’expressio
d’antigens identificatius de llinatge limfoide T, megacariocitic i de neutrofils madurs
(CD3, CD41a i CD16, respectivament) posa de manifest que rarament els progenitors
hematopoétics, transcorregudes 2 setmanes post-trasplantament, diferencien cap als
llinatges esmentats, doncs en cap cas es supera el 5%, independentment del producte

cel-lular transfoés.

Per tant, aquests resultats semblen indicar que el procés d’expansié in vitro,
independentment de la seva durada, no altera I'activitat repobladora a curt termini que
tenen els progenitors hematopoétics de la sang de cordé umbilical sobre un hoste

aplasiat.
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Figura 5.5: Subpoblacions humanes presents en el moll d’os dels ratolins immunodeficients a
les 2 setmanes posteriors al trasplantament. Per a cada ratoli, s’estudien 5 subpoblacions
cel-lulars humanes mitjangant marcadors especifics dels diversos llinatges. Independentment
del producte cel-lular transfés, la poblacid6 majoritaria en moll d’os és de llinatge mieloide
(CD13), seguida del llinatge neutrofilic (CD15). Per a cada producte i per a cada subpoblacio,

N=6. Els resultats s’expressen com a mitjanes * desviaci6é estandard.

5.2.3.2. Reconstitucio hematopoetica a llarg termini

Pel qué fa a l'activitat repobladora a llarg termini (LT-SRA), aquesta es determina
mitjangant l'analisi del nivell de quimerisme transcorregudes 8 setmanes post-

trasplantament.

Tal com s’observa a la Figura 5.6, els resultats obtinguts mostren que els ratolins

trasplantats amb el Producte B presenten un grau de quimerisme molt inferior als
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trasplantats amb el Producte A i amb les cél-lules CD34* no expandides, tant en moll
d’os com en sang periférica. Es en el moll d’os (Figura 5.6.A) on aquesta diferéncia es
fa més evident: mentre que el percentatge de quimerisme dels ratolins receptors del
Producte B és del 3,1 + 3,2%, el dels ratolins receptors del Producte A i de les cél-lules
CD34* no expandides és del 42,3 £ 35,2 % i 32,5 £ 38 %, respectivament. Pel qué fa a
la sang periférica (Figura 5.6.B), tot i que menors, les diferéncies també sén rellevants:
el nivell de quimerisme és de 2 + 1,3% pels ratolins trasplantats amb el Producte B i de
7,8 +4,4% i4,4 £ 3% pels trasplantats amb el Producte A i amb les cél-lules CD34* no
expandides, respectivament. Tant en moll d’os com en sang periférica, la diferéncia del
nivell d’empelt entre el Producte A i el Producte B es considera estadisticament
significativa (p<0,05). Contrariament, la diferéncia entre el Producte B i les cél-lules no

expandides no es considera estadisticament significativa.

Pel qué fa a les subpoblacions humanes aparegudes a les 8 setmanes post-
trasplantament (Figura 5.7), el llinatge majoritari observat tant en SP com en MO ha
estat el mieloide (CD13*), independentment del producte trasplantat. Aquest patr6
d’expressio, tot i que en menor mesura, és el mateix que l'observat en MO a les 2
setmanes post-trasplantament. Es important destacar que a diferéncia dels resultats
obtinguts a les 2 setmanes post-trasplantament, el percentatge de cél-lules humanes
que expressen algun dels marcadors d’estudi €s menor en les mostres obtingudes a
les 8 setmanes post-trasplantament. Aquest fet posa en evidéncia que la majoria de
les cél-lules humanes generades a les 8 setmanes post-trasplantament pertanyen a un

llinatge cel-lular no inclos en la bateria d’anticossos utilitzats.
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Figura 5.6: Determinacio dels nivells d’empelt a llarg termini (8 setmanes post-trasplantament).
Es sacrifiquen un total de 6 ratolins trasplantats amb cadascun dels productes cel-lulars
d'estudi. El nivell dempelt es mesura a partr del grau de quimerisme
(hCD45*/mCD45*+hCD45*) tant en moll d’os (A), com en sang periféerica (B). Els ratolins
trasplantats amb el Producte B mostren uns nivells de quimerisme molt inferiors, tant es sang
periferica com en moll d’'os, respecte als trasplantats amb el Producte A i amb les cél-lules

CD34+ no expandides. La determinacio es realitza mitjangant citometria de flux.
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Figura 5.7: Subpoblacions humanes presents en el moll d’'os i a la sang periférica a les 8
setmanes posteriors al trasplantament. Per a cada ratoli, s’estudien 5 subpoblacions cel-lulars
humanes mitjancant marcadors especifics dels diversos llinatges tant en sang periférica (A)
com en moll d’os (B). El llinatge majoritari aparegut tant en MO com en SP ha estat el mieloide,
independentment del producte cel-lular transfés. Per a cada producte i per a cada subpoblacio,

N=6. Els resultats s’expressen com a mitjanes + desviacié estandard.
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5.2.3.3. Estudi de la cinética de repoblament

Amb T'objectiu de tenir més informacié del comportament /n vivo dels productes
estudiats, s’ha avaluat tant la cinética de repoblament del moll d’os (Figura 5.8.A) com
de la sang periféerica (Figura 5.8.B) per a cadascun dels productes cel-lulars

trasplantats.

Tal com s’observa a la Figura 5.8.A, independentment del producte cel-lular implantat,
a la primera setmana posterior al trasplantament, els nivells d’empelt en moll d’'os so6n
de l'ordre de 0,1-0,2%. A partir d’aquest punt temporal i fins la vuitena setmana post-
trasplantament, cadascun dels grups d’estudi t& un comportament diferent. Per una
banda, els ratolins trasplantats amb el Producte A mostren un augment progressiu molt
pronunciat del percentatge de quimerisme huma fins la quarta setmana post-
trasplantament, moment en que se situa al 23,6 + 14,3%. A partir d’'aquest punt i fins la
vuitena setmana, el nivell d’empelt també experimenta un augment progressiu pero
menys pronunciat que en la primera etapa. Aquesta cinética contrasta amb la que
segueixen els ratolins trasplantats amb el Producte B. De forma paral-lela al Producte
A, el nivell d’empelt dels ratolins receptors del Producte B augmenta fins la segona
setmana post-trasplantament. A partir d’aquest moment i fins la quarta setmana, el
percentatge de quimerisme experimenta una davallada, situant-se a un nivell de 1,4 +
0,9%. Aquest valor augmenta de forma molt suau fins a assolir un 5,1 + 7,6% a la
vuitena setmana. Pel qué fa a la linia basal de repoblament, es a dir, a les cél-lules
CD34* no expandides, el perfil que presenten és similar al del Producte A perd amb
uns nivells d’empelt substancialment inferiors. No és fins a la vuitena setmana que els
nivells d’empelt d’ambdos productes s’igualen, moment en que s’assoleixen valors
compresos entre el 30 i el 40%.
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Pel qué fa a la cinética d’aparicié de cél-lules humanes en sang periféerica (Figura
5.8.B), les diferéncies més evidents entre els tres productes cellulars d’estudi
s’observen en la primera setmana post-trasplantament. En aquest punt temporal
destaca I'abséncia de cél-lules humanes en la sang periférica dels ratolins receptors de
les cél-lules CD34* no expandides (0% dels ratolins trasplantats presenten nivells
detectables de cél-lules humanes en sang). En canvi, pel que fa als ratolins
trasplantats amb el Producte A, el nivell de quimerisme observat ha estat del 0,11 %
0,02%, i en aquest cas l'eficiéncia de I'empelt ha estat del 50% dels ratolins. Per ultim,
en el cas del Producte B, el nivell de quimerisme se situa al 0,18 £ 0,1 %, tractant-se
aixi del producte cel-lular amb una eficiéncia de I'empelt en sang periferica major
(83,3%) durant la primera setmana post-trasplantament. Transcorregudes dues
setmanes post-trasplantament, el percentatge de quimerisme dels tres productes
celllulars d’estudi s’igualen i a partir d’aquest punt experimenten un augment
progressiu, més accentuat en el cas dels ratolins trasplantats amb el Producte A, que
se situen en valors de quimerisme superiors a la resta. A partir de la tercera setmana,
segueix laugment suau i progressiu dels nivells de quimerisme dels ratolins
trasplantats amb els tres productes cel-lulars d’estudi, essent els receptors del
Producte A els que presenten un nivell de quimerisme maijor i els del Producte B els
que el presenten menor. Aquesta tendéncia es manté fins a la vuitena setmana,
moment en que els percentatges de quimerisme se situena 7,8 £ 4,4%,2+1,3% i 4,4
+ 3% en els ratolins receptors del Producte A, Producte B i CD34* no expandides,

respectivament.
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Figura 5.8: Cinética de repoblament en moll d'os (A) i en sang periférica (B). Es realitza una
determinacié del grau de quimerisme a 1, 2, 3, 4 i 8 setmanes post-trasplantament per tal
d’obtenir una cinética de repoblament per a cada producte cel-lular d’estudi. Per a cada punt
temporal i per producte trasplantat, es realitza I'analisi de 6 ratolins. Els resultats s’expressen

com a mitjana  desviacié estandard.
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5.2.4. Estudis toxicologics i de biodistribuci6

Amb l'objectiu d’avaluar la seguretat dels productes cel-lulars transfosos, al llarg de tot
l'estudi s’ha dut a terme un seguiment veterinari de la salut dels animals trasplantats
en base a una inspeccio visual d’aspectes com el comportament (estereotipies) i I'estat
del pelatge, entre d’'altres. En aquests seguiments no s’han observat complicacions
cliniques associades al trasplantament en cap dels animals d’estudi, obtenint unes
taxes de supervivéncia del 96,6%, 100% i 93,3% pels ratolins trasplantats amb el

Producte A, Producte B i CD34* no expandides, respectivament.

De forma complementaria, a les 8 setmanes post-trasplantament s’ha realitzat una
necropsia completa de tres animals de cadascun dels grups d’estudi. A partir d’aqui,
s’ha dut a terme un estudi tant macroscopic com microscopic dels seglients organs:
intesti prim i gruixut, pancrees, fetge, melsa, rony6, uter, pulmons, cor i encefal.
L’examen histologic de la melsa evidencia una severa deplecio de les cél-lules
limfoides (abséncia de fol-licles limfoides), una troballa que es fa evident tant en els
ratolins trasplantats amb els productes d’estudi A i B, amb les CD34* no expandides,
aixi com en un ratoli tractat unicament amb solucié salina. De fet, aquest canvi en
I'arquitectura de la melsa és caracteristica de la soca dels ratolins utilitzats en aquest
estudi, NOD-Scid /ILZRy™" (Shultz et al., 2005), de manera que en cap cas es pot
atribuir al tractament al qual se’ls ha sotmes (Figura 5.9).

A banda d’aquesta observacio, I'estudi histologic revela I'abséncia de qualsevol

anomalia o formacié de teixit ectopic en cap dels ratolins avaluats.

Finalment, i amb [l'objectiu d’obtenir dades de biodistribuci6 de les cél-lules

trasplantades pels diferents organs, s’ha realitzat una tincié especifica de mitocondris
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humans mitjangant la técnica d'immunohistoquimica (IHQ). Els resultats obtinguts no
mostren tincié positiva en cap dels organs murins estudiats, de manera que aquests
resultats semblen indicar I'abséncia de cel-lules humanes en qualsevol dels teixits

avaluats (Figura 5.10).

Figura 5.9: Talls histologics tenyits amb hematoxilina-eosina corresponents a la melsa. La
melsa de tots els ratolins estudiats presenta la morfologia tipica del model animal utilitzat:
abséncia de fol'licles limfoides. En cap dels teixits estudiats, i independentment del tractament

rebut, no s’observa cap anomalia ni formacié de teixit ectopic.
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Figura 5.10: Tincié mitjancant la técnica IHQ de mitocondris humans en els organs dels ratolins
trasplantats. En cap cas s’observa la preséncia de cellules humanes en base a la tincié
especifica mitocondrial dels diferents organs. A: fetge; B: intesti prim; C: intesti gruixut; D:

pulmo; E: ronyé.
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5.3  DISCUSSIO

El cultiu de les cél-lules CD34+ de SCU en un medi lliure de sérum complementat amb
una combinacié de citoquines inductores de I'expansié i la diferenciacio a llinatge
granulocitic (SCF, IL3 i G-CSF), permet obtenir dos productes cel-lulars en diferent
estat de maduracio en funcié de la durada del mateix, tal com ha evidenciat I'estudi

fenotipic i clonogénic realitzat en els capitols anteriors.

Amb la intencié d’aprofundir en les caracteristiques funcionals d’aquestes cél-lules i
determinar en quin punt del cultiu es troba la composicio cel-lular idonia per a la
generacié del producte de terapia cel-lular orientat a la reducciéo dels periodes
d’'aplasia, en el present capitol s’ha realitzat la caracteritzacio funcional /n vivo dels dos
productes cel-lulars en base a la seva capacitat d’'empelt i repoblacié de ratolins NOD-
scid ILZry". Aquest tipus de xenotrasplantaments son els assajos subrogats més
ampliament utilitzats per a la caracteritzacié funcional de les CMH humanes (Araki et

al., 2006, Mazurier et al., 2004).

Els resultats obtinguts mostren que el grau de maduracié del producte cellular transfés
juga un paper determinant en l'activitat repobladora a llarg termini. Aixi, tal com
mostren els nivells de quimerisme obtinguts en moll d’os a les 8 setmanes posteriors al
trasplantament, el Producte B presenta una activitat repobladora a llarg termini
considerablement menor respecte les CD34* de SCU fresques. Aquest fet suggereix
que una prolongada exposicid a citoquines inductores de la diferenciacié granulocitica
i, en consequéncia, un major factor d’expansidé, provoca una deplecid parcial de les

cel-lules amb activitat repobladora a llarg termini (LT-SRC), tal com han descrit d’altres

107



CAPITOL 5: Estudi preclinic en model muri NOD-Scid

autors amb anterioritat (McNiece et al., 2002). En canvi, quan el cultiu té una durada
unicament de 6 dies (Producte A) i, en consequencia, el factor d’expansié cellular és
menor, I'activitat repobladora a llarg termini és molt similar a la de les CD34* fresques

de SCU.

Aquests resultats obtinguts no estan en concordanga amb el fenotip de la poblacio
CD34+ de cadascuna de les fraccions cel-lulars trasplantades, ja que, tot i presentar
diferéncies pel qué fa a la seva activitat repobladora a llarg termini, el patré d’expressio
dels marcadors considerats propis de les CMH més immadures (CD133* HLA-DR-
CD90%*) es manté molt similar. Aquest fet ja ha estat descrit per diversos autors en que
a partir d’estudis clonals han conclds que en les cél-lules expandides es produeix una
dissociacio entre el fenotip i la funcionalitat, que en canvi és aplicable a les cél-lules no

manipulades (Danet et al., 2001, Dorrell et al., 2000).

Pel qué fa a l'activitat repobladora a curt termini, identificada a partir de I'estudi del
grau de quimerisme a les dues setmanes posteriors al trasplantament, no s’han
observat diferéncies significatives entre els ratolins tractats amb els Productes Ao B i
els tractats amb les CD34* de SCU sense manipular. No obstant aquesta uniformitat,
convé posar especial atencié als resultats obtinguts durant la primera setmana
posterior al trasplantament ja que en aquest cas, si que es posen de manifest
diferéncies rellevants segons el producte trasplantat. Aixi, el 83,3% dels ratolins
receptors del Producte B presenten cél-lules humanes en el torrent sanguini, front el
0% dels ratolins receptors de les CD34* no expandides. Es considera que aquesta
diferéncia, observada unicament durant la primera setmana en la sang periférica, i que

no és observable en el moll d’os, pugui venir donada pels precursors neutrofilics més
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madurs presents en el Producte B, que en molt poc temps hagin estat capagos de
madurar i passar al torrent sanguini en forma de cél-lula terminalment madura (Shpall
et al., 2002, Vanheusden et al., 2007). Aquesta dada és especialment rellevant tenint
en compte que el producte de terapia cel-lular a desenvolupar ha de ser capac¢ de
generar nivells adequats de neutrdfils madurs en sang, reduint per tant el periode

d’aplasia.

Aixi doncs, en concordanca al que s’ha descrit en d’altres treballs (Delaney et al.,
2010, Piacibello et al., 1999), les condicions de cultiu assajades propicien una
expansié dels progenitors amb activitat repobladora a curt termini (rSRC). A més, els
precursors neutrofilics que acompanyen les rSRC sembla que tinguin un paper

destacat en les etapes més primaries de la repoblacio.

De forma complementaria a I'estudi del grau de quimerisme, a partir de la utilitzacié
d’'una bateria d’anticossos representatius dels diferents tipus cel-lulars sanguinis, s’ha
determinat el llinatge de les cél-lules humanes aparegudes tant en moll d’'os com en
sang periférica. Els resultats obtinguts mostren que, independentment del producte
cel-lular transfos, el llinatge majoritari a les 2 setmanes posteriors al trasplantament és
el mieloide. En canvi, a les 8 setmanes post-trasplantament, i en qualsevol dels tres
productes d’estudi, el percentatge de cél-lules humanes en moll d’'os que coexpressi
algun dels marcadors de les subpoblacions estudiades és molt reduit. L’explicacio
d’aquests resultats podria trobar-se en el fet que la poblacié cel-lular majoritaria a llarg
termini en ratolins trasplantats amb CD34+* de SCU correspongui al llinatge limfocitic B,
tal com han determinat d’altres autors (Hogan et al., 2002), poblacié sobre la qual no

s’ha realitzat cap determinacio fenotipica en aquest treball.
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Finalment, tant el seguiment veterinari realitzat al llarg de I'experiment com les
necropsies finals realitzades, han permés concloure que els productes cel-lulars
generats /n vitro no tenen efectes potencialment toxics, evidenciant, per tant, la seva
seguretat a nivell preclinic. L'obtencié d’aquestes dades és especialment rellevant en
el context del desenvolupament d’'un producte de terapia avancada, en el qual, els
estudis preclinics en model animal sén imprescindibles pel plantejament d’una

eventual aplicacio clinica (Sharpe et al., 2012).

Per tant, en conclusié, modulant I'estat maduratiu dels productes cel-lulars a partir de
la durada del cultiu, es poden obtenir poblacions cellulars amb diferent activitat
repobladora, deixant en evidéncia la composicio oligoclonal de la poblacio CD34*. A
partir d'aquestes dades, i tenint en compte que I'objectiu de la terapia desenvolupada
és la repoblacié a curt termini (reduccié dels periodes d’aplasia), es decideix escollir el
Producte B com a producte cel-lular per a continuar el treball de desenvolupament.
Aquesta eleccio es justifica basicament per tres aspectes: en primer lloc, la viabilitat
operacional en termes de productivitat cel-lular ja que amb 14 dies de cultiu, la dosi
cel-lular que es pot obtenir és significativament superior que la que s’obtindria si el
cultiu s’aturés als 6 dies. En segon lloc, s’ha donat especial rellevancia al fet que el
potencial clonogenic del Producte B s’hagi expandit i direccionat a llinatge granulocitic
ja que diversos estudis han concldés que existeix una correlacié positiva entre la
disminucié del temps d’aplasia i la dosi de CFU-GM infosa (Carral et al., 2002,
Kozlowska-Skrzypczak et al., 2009). |, per ultim, la limitada activitat repobladora a llarg
termini que presenta el Producte B pot afavorir que no es doni una competéncia entre

aquest producte i la SCU sense expandir, ja que en una terapia combinada és
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d’aquesta ultima fraccié de la que s’espera que es produeixi el repoblament a llarg

termini del sistema hematopoetic del pacient.

Per tant, el proper capitol es planteja amb I'objectiu de redissenyar I'estratégia de
cultiu per tal d’augmentar la productivitat cel-lular del Producte B i reduir aixi tant els

costos com la dificultat operacional del procés.
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6.1. INTRODUCCIO

Els estudis funcionals descrits en els capitols anteriors semblen suggerir que el
producte obtingut té unes caracteristiques que el fan atractiu per a ser avaluat en
estudis clinics com a tractament per a I'aplasia mieloide. Arribats a aquest punt, i tal
com es mostra en la Figura 6.1., el seglent pas en el desenvolupament d’'un producte
de Terapia Cel-lular Avangada consisteix en efectuar el disseny d’un bioprocés que
permeti assolir dosis cel-lulars rellevants des d'un punt de vista clinic, complint els
estandards de qualitat fixats per la normativa GMP (Good Manufacturing Practice), per

tal de fer possible la seva eventual aplicacio terapéutica.

Es per aquest motiu que el present capitol es planteja amb I'objectiu de redissenyar
I'estratégia de cultiu descrita en el Capitol 3 per tal de realitzar I'escalat del procés de
forma operacional i economicament viable, de manera que es puguin obtenir les dosis
requerides. Addicionalment, es fa una proposta de diagrama de flux del bioprocés,

establint els punts de control que permetin assegurar la qualitat del producte cel-lular.

Desenvolupament d'un

producte de terapia Aplicacié clinica

avancada

» Bioprocés robust | reproduible

. = Definicid d'un diagrama de flux del procés
- Establiment dels punts de control

= Compliment dels estandards de qualitat fixats
per la normativa GMP

Figura 6.1: Requeriments en termes de fabricacié d’un producte de Terapia Cel-lular Avancada

per a la seva aplicacio clinica.
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La fita que es persegueix en el disseny d’aquest bioprocés és la generaciéo d’un
sistema de cultiu robust i altament reproduible (Csaszar et al., 2012a), i inevitablement
aixd passa per coneixer el sistema i entendre’n el seu funcionament (Zandstra and
Nagy, 2001). En base a aquesta premissa, el disseny d’'un bioprocés basat en el cultiu
in vifro de CMH/CPH resulta complicat, doncs aquests cultius d’expansio es
caracteritzen per ser sistemes de composicid heterogénia i altament dinamica
(Csaszar et al., 2012b, Kirouac and Zandstra, 2006). A mesura que el cultiu progressa,
la composicio de les diferents poblacions cel-lulars canvia de forma significativa, fet
que promou una acumulacié de les cél-lules madures generades i, en consequéncia la
generacié d’'un microambient de senyals cel-lulars canviant (Kirouac and Zandstra,
2006). Tal com es mostra a la Figura 6.2., ha estat demostrat en multiples treballs que
els factors secretats per les cél-lules madures produides al llarg del cultiu actuen
inhibint la proliferacié de les CMH/CPH (Gilmore et al., 2000, Madlambayan et al.,
2005, Xu et al., 2000), i és precisament en aquest punt on recau la dificultat principal
d’'aquest tipus de cultius: evitar la inhibicié/maduracié de les CMH/CPH causada per

aquests factors per tal de promoure’n la seva expansio.

Feedback signal regulates self-renewal

bttt 13 LAAAA A T AL ”"”"””l'y‘.-“‘
et l:/,,‘,

long-term  short-term multipotent commited
repopulting repopulting progenitor progenitor precursors mature cells
stem cells  stem cells cells cells (CPC)

(LT-HSC) (ST-HSC) (MPC)

Figura 6.2: Esquema del mecanisme d’inhibicié de les CMH/CPH en cultiu /in vitro a partir dels
factors secretats per les cél-lules madures produides al llarg del cultiu (Marciniak-Czochra et al.,
20009).
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Hi ha diversos treballs centrats en desxifrar quins sén aquests senyals inhibitoris que
governen els cultius per tal de poder aproximar una millor estratégia d’expansio
(Bonnet et al., 1995, Broxmeyer et al., 1995, Cashman et al., 1998, Fortunel et al.,
2000b, Madlambayan et al., 2005, Zhang et al., 1995). A partir d’aquest coneixement,
s’han assajat diverses metodologies, com ara I'enriquiment de les CMH/CPH durant el
transcurs del cultiu (Madlambayan et al., 2005), o el bloqueig d’alguns dels factors
inhibitoris. No obstant, la metodologia meés senzilla operacionalment per tal d’evitar el
bloqueig de la capacitat duplicativa de les CMH/CPH és la dilucié del cultiu amb medi
fresc (Madlambayan et al., 2005). Seguint aquesta estratégia, a banda de diluir tots els
possibles factors inhibitoris i aportar nous nutrients i factors de creixement al medi, el
fet d’incrementar el volum també permet reduir la densitat cel-lular de treball, evitant
per tant I'assoliment de concentracions cel-lulars inhibitories (Csaszar et al., 2012b).
Es per aquest motiu que I'estratégia de cultiu desenvolupada en aquest capitol es
basa en aquest principi: dilucions periddiques amb medi fresc, com ja s’ha avancgat al

Capitol 3.

Com a punt de partida, i abans d’iniciar el disseny del bioprocés, cal determinar quina
és la dosis cel-lular a produir, doncs aquesta dada condicionara el dimensionat del
procés productiu. En aquest sentit, esta ampliament acceptat que a major dosi cel-lular
trasplantada, menors sén els periodes d’aplasia que pateixen els pacients. Tot i que
aquest fet ha estat repetidament demostrat en I'ambit del trasplantament de CMH/CPH
de fonts cel-lulars adultes (SPM i MO) (Carral et al., 2002, Heimfeld, 2003a, Nakamura
et al.,, 2008, Weaver et al., 1995), pocs sbn els precedents en el context del
trasplantament de SCU en els quals s’hagin assolit dosis cel-lulars suficientment

elevades. D’ells destaquen el treball de Colleen Delaney (Delaney et al., 2010) i, més
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recentment, el de Marcos De Lima (De Lima et al.,, 2012), en els quals, mitjangant
l'expansié /n vitro de SCU, s’han aconseguit trasplantar dosis compreses entre 0,93-
13x108 CD34+*/kg i 1,6-9,34x10% CD34+/kg, respectivament. Aixi doncs, prenent com a
referéncia aquests valors, es postula que el bioprocés generat en el present capitol

hauria de se capacg d’assolir dosis cel-lulars de com a minim 1x108 CD34+/kg.

Un aspecte critic en I'obtencié de la dosi desitjada és la quantitat inicial de cél-lules
CD34+ presents en una unitat de SCU fresca. Segons I'historic de dades del Banc de
Cordd (Banc de Sang i Teixits — BST, Barcelona), la mitjana cel-lular de les unitats
processades és d'aproximadament 6x108 CD34+* totals. A aquest valor se li ha d’aplicar
el rendiment de les etapes de purificacid prévies a linici del cultiu, que és
d’aproximadament el 50%. Aixi doncs, la quantitat inicial de cél-lules de les que es
disposara en aquest treball per a I'obtencié de dosis clinicament significatives a partir
d’un cultiu d’expansié és de 3x108 CD34* aproximadament. També cal contemplar les
pérdues cel-lulars que es produiran en les etapes de rentat, acondicionat i de control
de qualitat del producte una vegada finalitzada I'expansio. En aquest cas en particular,
en base a I'experiéncia acumulada en la fabricacié de productes de Terapia Cel-lular,
es determina que cal produir un 50% més de la dosi clinica estipulada per tal de
garantir-ne la seva obtencié. Aixi doncs, a partir de tots aquests condicionants, i tenint
en compte un pes mig de pacient d’entre 50-80 Kg, es calcula que el bioprocés
desenvolupat hauria de ser capa¢ d’assolir uns factors d’expansié de la poblacio

CD34+* d’entre 25 i 40 vegades (Figura 6.3).
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Figura 6.3: Factor d’expansié que ha d’assolir la poblacié CD34+ per a generar una dosi clinica
d’1x10% CD34+/kg pacient, en funcio de la disponibilitat inicial de cél-lules CD34+ en la unitat de
SCU.

En resum, l'objectiu d’aquest capitol se centra en definir una estrategia de cultiu
escalable, controlable i que operi en condicions GMP, que permeti assolir dosis
cellulars de com a minim 1x108 CD34+/kg. A més, es pretén establir el diagrama de
flux que englobi la totalitat del bioprocés, definint les etapes critiques i els punts de
control orientats a garantir la qualitat del producte obtingut. D’aquesta manera es
persegueix fer possible la transferéncia del producte de Terapia Cel-lular Avancada

cap a una eventual aplicacié terapéutica.
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6.2. RESULTATS

6.2.1 La metodologia de cultiu: avaluacié6 de la seva viabilitat per a la

generacio de dosis cliniques

En primer lloc, i amb l'objectiu de generar un sistema de cultiu que permeti obtenir les
dosis cliniques d’interes, es planteja la possibilitat de dur a terme l'escalat de la
metodologia de cultiu utilitzada durant el transcurs de tot aquest treball experimental.
Aquesta estratégia, definida en el Capitol 3, ha consistit en realitzar dilucions
periodiques dels factors inhibitoris acumulats al llarg del cultiu durant un total de 14
dies, i ha estat assajada partint de dos inoculs diferents: 1x104 CD34+/mL i 1x105
CD34+/mL. Per tal d’avaluar-ne la seva possible integracié en un bioprocés orientat a
'obtencié de dosis clinicament significatives, s’han comparat els factors d’expansié
assolits per a cadascun dels inoculs (dades extretes del Capitol 3), amb aquells
definits com a oOptims per a l'obtencié de les dosis cliniques. Paral-lelament, s’ha
realitzat una aproximacié numerica del volum amb el qual finalitzarien els cultius en les
produccions cliniques, prenent com a quantitat de cél-lules CD34+ de partida 3x106
(valor préviament calculat a partir de la cel-lularitat mitja de les unitats de SCU del

Banc de Cordé i de les perdues associades al procés de purificacio (Taula 6.1).
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1x104 CD34+/mL 1x105 CD34+/mL
Estratégia de cultiu Dilucié 1:1 cada 2 dies a partir del dia 4, i fins a dia 14
Ep CD34+ 61,4 + 31,1 189+9,5
Volum final tedric =10 L =1L

Taula 6.1: Detall dels factors d’expansio i de I'aproximacié volumétrica per a cadascun dels
indculs seguint I'estratégia de cultiu definida en el Capitol 3. Les dades dels factors d’expansié
provenen dels resultats obtinguts en el Capitol 3. El volum és una aproximacié numérica a
partir de la quantitat de cél-lules CD34+ de partida (3x108 CD34").

Tal com s’observa a la Taula 6.1 els cultius iniciats a un indcul d’1x10* CD34*/mL
assoleixen un factor d’expansié de la poblacié CD34* de 61,4 + 31,1 vegades (N=5)
(Figura 6.4.A). Tenint en compte que el factor d’expansio calculat com a optim per a
I'obtencié de les dosis cliniques d’interés se situa entre les 25 i les 40 vegades, sembla
evident que seguint aquesta estratégia de cultiu seria possible assolir les dosis
terapéutiques desitjades. No obstant, com a consequiéncia de la reduida densitat
cel-lular de sembra, i tenint en compte que seguint I'estratégia d’addicions dissenyada
el volum de cultiu augmenta de forma exponencial, si el cultiu s’iniciés amb 3x108
CD34* totals, aquest finalitzaria amb un volum de l'ordre de 10 litres. En base a aquest
condicionant, aquesta estratégia no es considera viable, doncs treballar amb volums
de cultiu d’aquesta magnitud suposaria un cost molt elevat de procés.

En contrast, iniciant el cultiu a un indcul d’1x105 CD34+/mL, el volum final se situaria en
torn d’1 litre. No obstant, els resultats obtinguts en els cultius iniciats a aquest indcul
son poc reproduibles (Figura 6.4.B), a la vegada que les taxes d’expansio de la
poblacié CD34* son molt reduides, de 18,9 £ 9,5 vegades, fet que impossibilita en

qualsevol cas I'obtencié de les dosis cel-lulars anteriorment calculades.
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Per tant, en base a aquests resultats, es conclou que no es disposa d’'una estratégia
de cultiu escalable per a I'obtencié de dosis cliniques. Es per aquest motiu que es
planteja la redefinicié de les metodologies d’expansid amb l'objectiu de dissenyar un
bioprocés que permeti obtenir les dosis cellulars d’interés de forma robusta i

reproduible, treballant amb volums de cultiu econdmica i operacionalment suportables.
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Figura 6.4. Representacio dels factors d’expansié assolits per la poblaci6 CD34* en els cultius
iniciats a 1x104 CD34*/mL (A), i en els iniciats a 1x105 CD34*/mL (B) seguint I'estratégia
d’addicions consistent en una primera dilucié amb el mateix volum de medi fresc el quart dia de

cultiu i, posteriorment, una dilucié cada dos dies fins a la seva finalitzacio.

6.2.2. Disseny d’'una estrateégia de cultiu adaptada

La generacio d’'una metodologia de cultiu que permeti obtenir un factor d’expansié de
la poblacio CD34* de 25-40 vegades operant amb un volum de cultiu econdomicament
competitiu, passa per l'optimitzaci6 de les estrategies de cultiu anteriorment
mencionades. A tal efecte, s’ha seguit un esquema experimental consistent en
modificar dues variables: la temporalitzacid6 de les addicions i/o la taxa de dilucid
aplicada. En aquest sentit, es contemplen les seglients opcions pels cultius iniciats a

1x104 CD34*/mL i 1x105 CD34*/mL:
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- Taxa Periodicitat de Durada Volum final
nocu
d’addicions les addicions cultiu teoric (mL)
1x104
1:1 Cada 2 dies a partir del dia 5 13 dies 4800
CD34+/mL
1:1,5 Cada 2 dies a partir del dia 4 14 dies 2930
1x10°
CD34+/mL Dilucio 1:1,5 a dia 4 i,
1:0,75 14 dies 11545

posteriorment dilucié 1:0,75 diaria

Taula 6.2: Condicions experimentals assajades per tal d’ajustar una estratégia d’expansié que
permeti obtenir dosis cel-lulars clinicament significatives. Les variables testades soén la

temporalitzacié de les addicions i/o la taxa de dilucié aplicada.

Amb aquestes noves aproximacions es pretenen resoldre les limitacions anteriorment
descrites que suposen treballar amb cadascun dels indculs. Per una banda, tot i assolir
el factor d’expansié desitjat, lI'inconvenient principal dels cultius iniciats a 1x104
CD34*/mL és l'elevat volum de treball amb el que finalitzaria I'expansio. En base a
aquesta problematica i tenint en compte que el factor d’expansié mig assolit amb els
cultius iniciats a 1x104 CD34*/mL supera el minim necessari per a assegurar les dosis
terapéutiques d'interés, es planteja la supressio de I'lltima addicié de medi, que és
precisament la que suposa una major despesa. D’aquesta manera, en comptes de les
5 addicions de medi fresc realitzades fins al moment, se’n realitzarien 4. Aquest canvi
suposaria escurgar en dos dies el cultiu, reduint per tant el temps disponible per a que
les cél-lules CD34+* assoleixin les duplicacions esperades. Aixi, per tal de minimitzar
'impacte que pugui tenir aquesta reduccié en el factor d’expansio de la poblacié
CD34+, es planteja realitzar la primera addici6 de medi fresc preferentment un dia

posterior, de manera que, en la mesura del possible perd sense limitar-se a aixo, es
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realitzi el dia 5 de cultiu, en comptes del dia 4 i que per tant, el cultiu tingui una durada

final de 13 dies.

Per la seva banda, la limitacié que es presenta en els cultius iniciats a 1x105 CD34*/mL
és la inhibicié en la capacitat proliferativa de les CMH/CPH, fet que impossibilita
'assoliment dels factors d’expansié necessaris per a I'obtencié de dosis cliniques. Tal
com s’ha discutit en el Capitol 3, aquest fet pot ser producte de l'acumulacié de
subproductes del metabolisme, de senyals inhibitdries secretades per les poblacions
més madures, o bé d’'una suma dels dos factors, fenomens derivats de les elevades
concentracions cel-lulars en el cultiu (Csaszar et al., 2012b, Kirouac and Zandstra,
2006, Madlambayan et al., 2005), els quals no queden suficientment neutralitzats amb
les dilucions realitzades. Es per aquest motiu que, per tal d’evitar aquests fendomens
inhibitoris, es planteja modificar la pauta d’addicions de medi fresc seguint 'esquema

que s’especifica en la Taula 6.2.

Amb l'objectiu de posar a la practica aquestes noves metodologies de cultiu descrites i
avaluar-ne la seva efectivitat en I'assoliment dels factors d’expansié necessaris per a
I'obtencié de les dosis cliniques, es duen a terme una série de cultius a petita escala

(volum maxim de 100 mL).

Els cultius s’inicien a partir de cél-lules CD34+ de SCU fresca a una puresa inicial de
60,4£11,6% i a un inocul d’1x104 CD34*/mL o d’1x10% CD34*/mL segons convingui. El
medi de cultiu emprat és un medi quimicament definit lliure de sérum complementat
amb les citoquines SCF, IL-3 i G-CSF (8.2.1). Els cultius es mantenen a 37°C i 5%
CO,, aplicant l'estratégia d’addicions corresponent (Taula 6.2). Peridodicament, i

mitjangant la plataforma citométrica ISHAGE, es realitza un seguiment de la densitat
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cel-lular, tant per la poblacié de CNT com per la de cél-lules CD34*. A partir dels valors

obtinguts, es calculen els factors d’expansié tant de la poblaci6 CD34* com de les

CNT.
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Figura 6.5. Evolucié del factor d’expansio assolit en la poblacié CD34+ aplicant cadascuna de

les estratégies d’estudi. A: Cultius de 13 dies de durada iniciats a un indcul d’1x104 CD34+/mL,

en els quals es segueix una estratégia de dilucions 1:1 a partir del dia 5 de cultiu i

posteriorment cada 2 dies (N=4) B: Cultius de 14 dies de durada iniciats a un inocul d’1x105

CD34+*/mL sotmesos a una estratégia de dilucions amb medi fresc de 1:1,5 a partir del dia 4 i

posteriorment cada dos dies (N=6). C: Cultius de 14 dies de durada iniciats a un inocul d’1x105

CD34*/mL sotmesos a una estratégia de dilucions amb medi fresc de 1:1,5 a dia 4 i

posteriorment dilucions de 1:0,75 de forma diaria (N=1).
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Tal com s’observa a la Figura 6.5 els resultats obtinguts mostren que les tres
estrategies de cultiu permeten expandir la poblaci6 CD34* de forma constant fins a la
finalitzacié del cultiu. Més especificament, els cultius iniciats a un indcul d’1x105
CD34*/mL i sotmesos a una estratégia d’addicions 1:1,5 cada dos dies o 1:0,75 diaria,
presenten uns factors d’expansio de la poblacio CD34+ de 34+5,4 i de 40,6 vegades,
respectivament. Aquests valors contrasten amb els obtinguts en el Capitol 3 en els
cultius iniciats a 1x10%° CD34*/mL (Figura 6.4.B), en els quals, mitjangant una taxa
d’addicions 1:1, I'expansié de les cél-lules CD34+ era només de 18,9 + 9,5 vegades.
Per tant, és evident que ampliant la taxa d’addicions aplicades, la capacitat duplicativa
de la poblaci6 CD34* es veu afavorida, suposadament com a conseqliencia de la

dilucié de factors potencialment inhibitoris.

Pel qué fa al cultiu iniciat a 1x104 CD34*/mL i sotmés a una estratégia d’addicions 1:1
cada dos dies a partir del dia 5 i fins a la seva finalitzacié a dia 13, la poblacié CD34*
assoleix un factor d’expansié de 60,8 £ 24,6 convertint-se, per tant, en 'estratégia que
millor afavoreix la capacitat duplicativa dels progenitors hematopoétics. Aixi doncs, tot i
reduir un dia la durada total del cultiu, el factor d’expansio assolit permetria obtenir les

dosis cliniques anteriorment calculades.

De forma paral-lela al seguiment de la concentracié cel-lular al llarg dels cultius i amb
l'objectiu de tenir un indicador del seu metabolisme, es prenen mesures de la
concentracié de glucosa i lactat a diferents punts del cultiu. La glucosa és la principal
font de carboni per a les rutes biosintétiques i per a I'obtencié d’energia cel-lular
(Cooper et al., 2002), i el lactat és un subproducte del metabolisme de la glucosa,

acumulacié del qual té un impacte negatiu sobre la capacitat proliferativa de les
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cél-lules en cultiu (Ozturk and Hu, 2005). Es per aquest motiu que I'estudi d’aquests
dos metabolits, juntament amb l'evolucié de la densitat cel-lular al llarg del cultiu,
permet correlacionar el creixement cel-lular amb el metabolisme, podent mesurar
d’'aquesta manera I'impacte que tenen les dilucions de medi fresc sobre la composicioé

del medi i, per extensio, sobre la capacitat d’expansioé cel-lular.

Tal com s’observa a la Figura 6.6.A, els resultats obtinguts mostren que el cultiu que
presenta uns nivells més reduits de glucosa, i en consequliéncia, una concentracio de
lactat més elevada és el cultiu iniciat a 1x10% CD34*/mL i sotmeés a un taxa de dilucions
de 1:1,5. Aquests resultats estan en concordanca amb el fet que aquest cultiu és el
que presenta unes densitats cel-lulars més elevades al llarg de tot el procés d’expansio
(Figura 6.6.B). Contrariament, el cultiu al qual se li aplica una diluci6 amb medi fresc
diaria (1:0,75), mostra una lleugera disminucié dels nivells de glucosa al llarg del cultiu,
a la vegada que s’observa un lleuger increment en la concentracié de lactat. Per ultim,
el cultiu iniciat a un inocul d’1x104 CD34*/mL experimenta una davallada progressiva
en la concentracid de glucosa, a la vegada que la concentracié de lactat també
augmenta de forma gradual, fet que correlaciona amb les elevades concentracions

cel-lulars observades durant la segona meitat del cultiu (Figura 6.6.B).

Tenint en compte que l'efecte inhibitori de l'acumulacié de lactat ve donat per
I'acidificacié del medi (Hassell et al., 1991, Ozturk and Hu, 2005, Patel et al., 2000), a
continuacio es duu a terme un seguiment en les variacions de pH en el medi a partir
del vuité dia de cultiu (Figura 6.7). S’escull aquest dia d’inici ja que és el moment en el

qual es fan més evidents les diferéncies colorimeétriques de l'indicador de pH del medi
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i, tenint en compte els reduits volums de cultiu, es considera analitzar unicament els

dies més significatius.
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Figura 6.6. Representacié de I'evolucid en la concentracié de glucosa i lactat (A) i de la

concentracié de les cél-lules nucleades totals (B) per a cadascuna de les estratégies de cultiu

assajades. Blau: cultiu iniciat a 1x104 CD34*/mL i sotmés a una taxa de dilucions 1:1 cada dos

dies. Vermell i verd: cultius iniciats a 1x105 CD34+/mL i aplicant les estratégies d’addicions 1:1,5

i 1:0,75 diari, respectivament.
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Figura 6.7. Representacio de I'evolucié del pH per a cadascuna de les estratégies de cultiu
assajades. Blau: cultiu iniciat a 1x104 CD34+/mL i sotmés a una taxa de dilucions 1:1 cada dos
dies. Vermell i verd: cultius iniciats a 1x105 CD34*/mL i aplicant les estratégies d’addicions 1:1,5

i 1:0,75 diari, respectivament.

Els resultats obtinguts mostren que efectivament 'acumulacié de lactat es tradueix en
una disminucio del pH del medi, situant-se en valors compresos entre 7,11 7,2 des del
dia 8 fins al dia 14 en el cas del cultiu iniciat a 1x10° CD34*/mL i sotmés a unes taxes
d’addicions de 1:1,5. En canvi, en el cultiu iniciat a aquest mateix indcul perd sobre el
qual s’ha aplicat una estratégia de dilucions diaries de 1:0,75, com a conseqiiéncia
dels reduits nivells de lactat acumulats al llarg del cultiu, el pH es manté entorn a 7,4.
Pel qué fa al cultiu iniciat a 1x10* CD34*/mL, a partir del dia 10 i fins a la seva
finalitzacié, com a consequéncia del progressiu increment en la concentracié de lactat
en el medi, el pH disminueix des de 7,4 fins a 7,15. Es important destacar que en
aquest cas, tot i que el cultiu finalitza amb uns valors de pH menors que els observats
al cultiu 1:1,5, la principal diferéncia entre ambdds cultius és la persisténcia en el

temps dels alts nivells de lactat, i en conseqtiéncia, del reduit pH.
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Per tant, els resultats obtinguts indiquen que existeix una correlacié negativa entre
lacumulacié de lactat en el medi, que és proporcional al consum de glucosa, i la
capacitat d’expansi6 de la poblacié CD34*, fent-se més evident en els cultius en que la

densitat de treball és més elevada i la renovacio del medi és menor.

Amb totes aquestes dades, es conclou que les cél-lules sotmeses al cultiu iniciat a
d’1x105 CD34* i seguint una estrategia 1:1,5 estan sotmeses a un nivell d’estrés
considerable degut a l'acumulacié de lactat en el medi. A més, sota aquestes
condicions de cultiu, la taxa d’expansié obtinguda se situa just al limit anteriorment
calculat per a I'obtencidé de les dosis cliniques. Per la seva banda, el cultiu iniciat a
1x10% CD34*/mL i sotmés a una estratégia d’addicions diaria, tot i assolir el factor
d’expansio requerit per a I'obtencié de dosis cliniques, queda descartat per I'elevat
volum de treball que suposaria utilitzar aquesta estratégia per a produccions cliniques,
a més de la complexitat operacional tenint en compte que el cultiu esta sotmeés a
manipulacions diaries. Finalment, i pel quée fa al cultiu iniciat a 1x104 CD34*/mL, tot i
haver reduit en un dia la durada total del cultiu, s’assoleix i inclus es supera el factor
d’expansi6 de la poblacié CD34+ necessari per a 'obtencié de dosis cliniques. Es per
aquest motiu que aquesta és la metodologia de cultiu d’eleccié per a formar part del

bioprocés orientat a obtenir dosis cel-lulars clinicament significatives.

6.2.3. Prova de concepte: generacio de dosis cliniques

Una vegada definida l'estratégia de cultiu, es procedeix a avaluar-ne la seva
escalabilitat per tal de valorar si el canvi en el dimensionat del procés és possible. Amb
aquest objectiu, i a partir de les dosis cel-lulars disponibles a l'inici del cultiu, es duen a
terme dues expansions a un volum final de 1,3 i 2,2 litres, respectivament.
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Aquest canvi en el dimensionat del procés porta associada una modificacié en el
suport de cultiu, que ha consistit en bosses de cultiu permeables al gas de capacitats
volumeétriques creixents. Aquestes compleixen amb els estandards de qualitat fixats
per la normativa GMP, i permeten la manipulacié del seu contingut en sistema tancat,
minimitzant per tant el risc de contaminacio. L’eleccié d’aquest sistema de cultiu es
fonamenta amb 'experiéncia adquirida pel grup de recerca en la seva utilitzacioé per a

'expansié de progenitors hematopoétics.

Per a l'inici dels cultius es disposa de 8,6x10%i 1,4x10% CD34* obtingudes a partir de la
purificacié de dues unitats de SCU fresca. Per tant, per tal de partir de l'inocul d’1x104
CD34*/mL, els cultius s’inicien a un volum de 86 i 140 mL, respectivament. El medi de
cultiu utilitzat és un medi quimicament definit lliure de sérum complementat amb les
citoquines SCF, IL-3 i G-CSF (8.2.1). Els cultius es mantenen a 37°C i 5% CO2 durant
13 dies, aplicant I'estrategia d’addicions anteriorment descrita. Les bosses de cultiu es
col-loquen directament sobre la safata de I'incubador, sense sotmetre-les a cap tipus
d’agitacio. Com a control, es sembra un flascé a la mateixa densitat cel-lular i sotmés a
la mateixa estratégia d’addicions, perd amb un volum de cultiu que no supera els 10
mL. Periddicament, i mitjancant la plataforma citométrica ISHAGE, es realitza un
seguiment de la densitat cel-lular, tant per la poblaci6 de CNT com per la de cél-lules
CD34+, fet que permet calcular el factor d’expansié assolit al llarg del cultiu (Figura

6.8).
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Figura 6.8. Representacio de I'evolucié de les concentracions cellulars (A) i dels factors

d’expansio (B) durant un dels cultius a volum duts a terme. CD34+ (®); CNT (o).
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Figura 6.9. Imatge presa d’'una de les expansions a volum realitzades mitjangant la utilitzaci6 de

bosses de cultiu permeables al gas.

Tal com s’observa a la Taula 6.3, finalitzat el cultiu s’assoleix un factor d’expansié de la
poblacio CD34* de 26,4 i 65,8 vegades per a la N=1 i N=2, respectivament. Aixi, la
quantitat de cél-lules CD34* obtingudes al finalitzar el cultiu és de 22,7x10° per a la
N=1, i de 92x10° per a la N=2. Es considera que aquestes diferéncies en els factors
d’expansio dels dos experiments radiquen en les diferéncies intrinseques de la font

cel-lular, com ja han descrit d’altres autors (Csaszar et al., 2012a).

Per tant, tot i les variacions observades en els lots experimentals, en ambdds casos
s’assoleixen els factors d’expansi6 que permetrien obtenir dosis clinicament
significatives. A partir d’'una aproximacié numeérica, on s’apliquen els factors d’expansio
assolits a un hipotétic cultiu clinic iniciat a 3x108 CD34*, les dosis cel-lulars obtingudes
haurien estat de 79x108 CD34* i 197x108 CD34* per a la N=1 i N=2, respectivament

(Taula 6.3).
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Dosi CD34+ teodrica

EpT CD34* EpT CNT Dos! CD34* en una expansio
final clinica
N=1 26,4 1240 22,7x106 79x10¢
N=2 65,8 2030 92x10¢ 197x106

Taula 6.3. Detall dels factors d’expansié de la poblacié CD34* i de les CNT, aixi com la dosi de

cél-lules CD34+* final aconseguida durant les dues expansions a volum dutes a terme.

Amb el producte cel-lular obtingut al finalitzar els cultius, es realitza una caracteritzacio
en base a la viabilitat cellular, al fenotip i a la capacitat clonogénica, amb I'objectiu de
determinar si el fet de cultivar les cél-lules a elevats volums i amb un suport de cultiu
diferent a l'utilitzat fins al moment té algun impacte sobre aquestes caracteristiques

cel-lulars (Taula 6.4).

N=1 N=2
B 5 % CD34+ viables 85,1 95,5
= S
S =
< B % CNT viables 95,2 94,2
% CD11b- CD15* 20,4 33
o
o % CD11b* CD15* 62,4 49,3
(5}
[N
% CD11b* CD16* 34,1 16,1
b %CFU-GM 37 42
[
S 8
3 < EpT CFU-GM 50,1 138,2

Taula 6.4. Caracteritzacié de la poblacio cel-lular a la finalitzacié de les dues expansions a
volum en base a la viabilitat cel-lular, al fenotip dels precursors neutrofilics generats i a I'activitat

clonogeénica especifica de llinatge granulocitic-macrofag.
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Els resultats obtinguts permeten concloure que aquesta metodologia de cultiu no té un
efecte negatiu sobre la viabilitat cel-lular, doncs en els dos casos estudiats aquesta es
situa per sobre del 85%. En referéncia al fenotip dels precursors neutrofilics i a
I'eficiéncia clonogénica dels progenitors hematopoétics, i a partir de la comparacié
amb els resultats obtinguts en el Capitol 3 (Figura 3.7.A i Figura 3.10.A), es conclou
que el fet de cultivar les cél-lules a gran escala no altera el patré fenotipic i clonogénic

observat fins al moment.

A partir de les dades obtingudes en I'estudi clonogénic i del factor d’expansio assolit en
els cultius realitzats a escala clinica, és possible realitzar una aproximacié numeérica de
la dosi de CFU-GM/kg pacient que es podria obtenir seguint la metodologia de cultiu
desenvolupada. Aquesta dada és especialment rellevant tenint en compte que a banda
de la dosi de ceél-lules CD34+ per kilogram de pacient, una de les variables que
correlacionen amb la reduccié del periode d’aplasia és la dosi d’'unitats formadores de
colonies (CFU-GM) per kilogram de pacient GM (Carral et al.,, 2002, Kozlowska-

Skrzypczak et al., 2009).

Dosi CD34* % CFU-GM Dosi CFU-GM

1x10¢ CD34+/kg 40% 4x10° CFU-GM/kg

Taula 6.5. Aproximacié numerica de la dosi clinica de CPH formadores de colonies de llinatge
granulocitic-macrofag obtingudes mitjancant I'estratégia de cultiu dissenyada. Aquest valor es
calcula aplicant el percentatge mig de CFU-GM obtingut en les expansions a volum dutes a

terme, sobre la dosi clinica de cel-lules CD34*.
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Aixi doncs, i tal com s’observa a la Taula 6.5., seguint I'estratégia de cultiu posada a
punt en aquest treball, la dosi assolida en termes d'unitats formadores de colonies

seria de 4x10% CFU-GM/kg.

6.2.4. Estudi de I'estabilitat geneética del producte expandit

A continuacié, es duu a terme un estudi de l'estabilitat genética de les cél-lules
expandides en base a una determinacioé del cariotip. Aquest estudi t&¢ com a objectiu
descartar I'adquisicié d’alguna anomalia genética com a conseqiiéncia d’haver estat

sotmeses a un procés d’expansio in vitro.

S’inicien tres cultius d’expansidé a partir de cel-lules CD34* aillades de SCU fresca a
una puresa inicial de 62% * 6,8%. Aquestes es sotmeten al procés d’expansio
optimitzat en el present capitol durant un total de 13 dies. Tal com s’esquematitza a la
Figura 6.10, en primer lloc es realitza un estudi del cariotip de la fraccié negativa
resultant de la purificacié de la SCU, amb I'objectiu de descartar la preséncia d’alguna
alteracié cromosomica de la mostra de partida. Al finalitzar I'expansio, i degut a que
una possible alteracié cromosodmica de la poblacié CD34* quedaria emmascarada per
la resta de cel-lules madures com a conseqiiéncia de la seva reduida proporcid, es
realitza de nou una purificacié. Aixi, sobre el producte cel-lular obtingut a la finalitzacié
de I'expansid, es realitza un estudi cariotipic tant de la fracci6 CD34* (a una puresa

mitjana de 64,4% = 12,3%), com de la fraccié CD34-.
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Figura 6.10. Esquema experimental de I'estudi d’estabilitat genética en base al cariotip cel-lular.

Com a control, es realitza una determinacié del cariotip de la fraccié negativa obtinguda en la

purificacié de la sang de cordd umbilical amb I'objectiu de descartar cap anomalia genética

inicial. Finalitzat el cultiu, es realitza una purificacié de la fraccio CD34* i es realitza I'estudi

cariotipic tant de la fraccio CD34* com de

la CD34-. N=3.
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Figura 6.11. Imatge d’'un dels cariotips realitzats. Per a cada determinacio, s’han avaluat una

mitjana de 15 metafases. Determinacions dutes a terme pel Laboratori de Citogenética
molecular del Servei de Patologia de I'Hospital del Mar (Barcelona).
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Els resultats obtinguts no mostren cap alteracié cromosdmica en cap de les fraccions
estudiades, fet que permet concloure que les condicions de cultiu a les quals es
sotmeten les cél-lules no produeixen cap impacte negatiu sobre la seva estabilitat

cromosomica.

6.2.5. Definicio del bioprocés i els seus punts de control

El darrer pas en el procés de desenvolupament del bioprocés consisteix en dur a
terme el disseny de tot el bioprocés seguint els estandards marcats per la normativa

GMP.

Un dels aspectes més importants en la definicido d’'un bioprocés és I'establiment dels
punts de control, els quals estan orientats a garantir la qualitat del producte final. En el
cas d’estudi, aquests punts de control adquireixen especial rellevancia, ja que una
dificultat afegida a aquest tipus de cultiu és la variabilitat en la font cel-lular de partida
(Csaszar et al., 2012a), la qual cosa té un impacte directe en la capacitat d’expansio
de les CMH/CPH. D’aquesta manera, els punts de control de procés han de
proporcionar la informacié necessaria per tal d’anticipar un eventual fracas en

I'assoliment del factor d’expansio necessari.

A continuacié es presenta el diagrama de flux que engloba la totalitat del bioprocés,
des de I'eleccié de la unitat de SCU de partida fins a I'obtencié del producte de terapia

cel-lular avangada.
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Figura 6.12. Diagrama del procés de fabricacié del producte de terapia cellular avancada
desenvolupat. El procés ha estat concebut per tal d’operar seguint els estandards marcats per
la normativa GMP en la totalitat de les etapes.
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El disseny de tot el bioprocés s’ha concebut per tal d’'operar en sistema tancat en la
totalitat de les etapes, reduint, per tant, el risc que es produeixi una contaminacié
microbiologica. D’aquesta manera, tant les etapes de purificacié, de cultiu, com de
rentat i acondicionat del producte final han estat adaptades a la metodologia de treball
en sistema tancat. En primer lloc, 'operacié consistent en aillar les cél-lules nucleades
a partir d’'un gradient de densitat s’ha definit utilitzant el sistema automatitzat Sepax
(Biosafe, Eysins, Suissa), el qual permet realitzar la separacié d’aquesta fraccio
cel-lular de forma automatitzada i en sistema tancat. La purificacid de la poblacio
CD34+ s’ha concebut a partir de la utilitzacié de I'equip CliniMACS (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemanya), el qual permet realitzar la seleccié positiva de forma
automatitzada i mantenint I'estanqueitat del sistema en tot moment. Pel qué fa al
cultiu, tal com s’ha assajat amb anterioritat, s’ha establert la utilitzacié de bosses
permeables al gas, sobre les quals es realitzen les addicions periddiques de medi fresc
mitjangant connexions estérils. Finalment, I'operacié de rentat i acondicionat del
producte final ha estat dissenyada a partir de la centrifugacié de bosses de
transferencia, de manera que una vegada més queda garantida I'estanqueitat del

sistema.

Pel qué fa als punts de control del bioprocés, aquests es poden classificar en els que
estan orientats a assegurar I'assoliment de la dosi cel-lular al llarg de tot el procés, i els
orientats a garantir la qualitat del producte final pel qué fa a l'esterilitat, identitat i
poténcia. En referéncia a I'obtencié de la dosi cel-lular d’interés i tal com s’ha comentat
anteriorment, la variabilitat en el material cel-lular de partida té un impacte directe en la
capacitat d’expansié de la poblaci6 CD34*, de manera que esdevé fonamental el

control sobre la unitat de SCU amb la que s'’iniciara el procés. L’experiéncia adquirida

140



CAPITOL 6: Definicié del bioprocés

al llarg d’aquest desenvolupament ha permes detectar que una de les variables que
influencien de manera més directe sobre I'éxit del cultiu és el temps transcorregut des
de I'obtencio de la unitat de SCU fins a l'inici de la purificacio. Aixi, s’estipula que les
unitats seleccionades per a una expansié clinica, a més de tenir més de 6x10% CD34+
viables, han de tenir un maxim de 24 hores des de la seva obtencid. No obstant, tot i
fixar aquests parametres, no es pot eliminar completament la variabilitat en les
mostres, la qual es posara de rellevancia durant el transcurs del cultiu. Es per aquest
motiu que s’han integrat punts de control entremitjos consistents en determinar el
numero de duplicacions realitzades per la poblacié CD34+* a dia 5 i dia 9 de cultiu, de
manera que es puguin detectar aquells cultius que no segueixin el ritme establert de

duplicacions i que, per tant, no permetin assolir la dosi clinica d’interés.

Pel qué fa als punts de control orientats a garantir la qualitat del producte, aquests es
realitzen tant de la font cel-lular de partida com del producte acabat. En referéncia a la
font cel-lular de partida, els controls realitzats consisteixen en determinar I'esterilitat del
producte i I'abséncia de contaminacié virica que pugui comprometre la salut del
pacient receptor de la terapia. Pel qué fa al producte final, els controls duts a terme
tenen com a objectiu garantir-ne tant l'esterilitat, com la seva identitat i poténcia.
L’avaluacié de l'esterilitat es realitza en base a les seglents determinacions: assaig
microbiologic, test d’endotoxina i determinacio de la preséncia de micoplasma, tots ells
segons els estandards dictats per la Farmacopea Europea. Pel qué fa a la
determinacio de la poténcia, els assajos indicats a tal efecte, com ara I'avaluacio de
l'activitat formadora de colonies, sobrepassen l'estabilitat del producte final, fent
inviable la seva realitzacid de forma prévia a I'administracié del producte. Es per

aquest motiu que, per tal d’alliberar el producte cel-lular amb garanties, s'utilitzen
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marcadors fenotipics subrogats de poténcia, els quals es complementen amb els
marcadors utilitzats per a la determinacidé de la identitat, juntament amb Ila

determinacio del nombre i viabilitat cel-lular.

Per ultim, de forma complementaria a la definicid del bioprocés, s’estableixen els

reactius que hi intervindran, detallant-ne el seu grau de qualitat.

Concentracié de

Reactiu Font Grau Fabricant
treball
Ficoll Paque Premium 70% (v/v) Sintétic GMP GE Healthcare
Plasmalyte 148 90% (v/v) Sintetic GMP USP Baxter
Albutein 20% 2% (Vv/v) Huma GMP Ph.Eur. Grifols
Flebogamma <10% (v/v) Huma GMP Ph.Eur. Grifols
CD34 MicroBead <10% (v/v) Muri CE Miltenyi Biotec
PBS/EDTA Buffer 95% (v/v) Sintétic CE Miltenyi Biotec
HPO1 100% (v/v) Sintétic GMP Macopharma
SCF <0,1% (v/v) E. coli GMP Miltenyi Biotec
IL-3 <0,1% (v/v) E. coli GMP Miltenyi Biotec
Medicament
Neupogen (G-CSF) <0,1% (v/v) E. coli d’us huma Amgen
GMP

Taula 6. 6. Reactius utilitzats durant el bioprocés de fabricacié del producte de terapia cel-lular
desenvolupat. Per a cada reactiu s’especifica la concentracio de treball, la font d’origen, el grau
de qualitat i el fabricant. GMP: good manufacturing practices; CE: conformitat europea; USP:

segons farmacopea dels Estats Units; Ph. Eur.: segons farmacopea de la Uni6é Europea.

Tal com s’observa a la Taula 6. 6, la totalitat dels reactius utilitzats sén de qualitat
GMP, a excepcio dels reactius utilitzats en I'etapa inicial de seleccid de progenitors

hematopoétics de la SCU. Tanmateix, i tal com s’ha comentat anteriorment, les bosses
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de cultiu permeables al gas també compleixen els estandards de qualitat marcats per

la normativa GMP.

6.3. DISCUSSIO

La generacié d’'una estratégia de cultiu robusta que permeti obtenir dosis cel-lulars
clinicament significatives en el context d’un bioprocés que operi segons normativa
GMP, ha de permetre realitzar la transferencia del producte de terapia cel-lular
avancada des del laboratori fins a la seva aplicacié clinica. Es per aquest motiu que en
el present capitol s’ha escalat del procés productiu per tal d’obtenir dosis cel-lulars de
l'ordre d’1x108 CD34+*/kg pacient. En general, aquests processos de canvi d’escala
porten implicita la necessitat de re-optimitzar algun dels parametres del cultiu (Csaszar
et al., 2012a). En aquest cas en particular, aquesta re-optimitzacié s’ha centrat en la
definici6 d’'una metodologia de cultiu orientada a treballar amb el menor volum
possible, tant per motius operacionals com economics, doncs el medi de cultiu és el

que encareix més el cost del procés.

A tal efecte, la definicid del nou bioprocés ha pivotat sobre les variables descrites a
continuacio, i la seva influéncia sobre la capacitat d’expansié del cultiu: densitat de
sembra i esquema d’addicions de medi fresc. Els resultats obtinguts han posat en
evidéncia la repercussié negativa que tenen les elevades concentracions cel-lulars en
aquest tipus de cultiu, ja descrites en el Capitol 3, doncs I'estratégia que ha permés
expandir la poblaci6 CD34* de forma més efectiva ha estat la iniciada a un indcul

menor: 1x104 CD34*/mL. Per la seva banda, els cultius iniciats a un inodcul superior
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(1x105 CD34*/mL), tot i mostrar una capacitat d’expansié més limitada, han presentat
unes taxes d’expansié més grans com majors han estat les dilucions aplicades en el
cultiu. Tal com ha estat descrit en multiples treballs, aquests resultats semblen indicar
que es produeix una acumulacio de factors inhibitoris en el medi, presumiblement com
a consequéncia de 'acumulacié de cél-lules madures per unitat de volum, que actuen
limitant la capacitat replicativa dels progenitors hematopoetics de forma dosi-
dependent (Fortunel et al., 2000a, Madlambayan et al., 2005, Pierelli et al., 2002). Pero
no unicament la preséncia daquests senyals cel-lulars solubles serien els
responsables de la limitacio en la capacitat d’expansié dels cultius, siné que també, tal
com ha quedat demostrat en el present treball, es produeix una acidificacié dels cultius
degut a 'acumulacié de subproductes del metabolisme, com ara 'acid lactic, fenomen
descrit com a altament inhibitori (Patel et al., 2000). Una vegada més, aquesta
acumulacié és més important com més elevat és l'indcul i menor la dilucié aplicada.
Aixi doncs, en base als resultats obtinguts, s’ha escollit I'estratégia de cultiu iniciada a
1x104 CD34*/mL, preferentment de 13 dies de durada, i sotmesa a dilucions

periodiques 1:1 per tal d’escalar el procés.

En referéncia al suport de cultiu d’eleccié per a I'escalat del bioprocés, existeixen una
gran varietat de bioreactors de diversa complexitat orientats a I'expansié de
progenitors hematopoétics, des de bioreactors de tanc agitat fins a bioreactors de llit
fix, passant per cambres de perfusié (Cabrita et al., 2003, Kowalczyk et al., 2011). En
aquest treball, el sistema de cultiu d’eleccié han estat les bosses de cultiu permeables
al gas, la utilitzacié de les quals ja ha estat demostrada amb éxit en diversos treballs
(Ivanovic et al., 2011, Madlambayan et al., 2006, Pla, 2011). L'avantatge principal que

confereix aquesta plataforma de cultiu és la seva senzillesa operacional i aplicabilitat
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en condicions GMP, facilitant per tant la seva utilitzacié en qualsevol instal-lacio, sense
que sigui necessari I'adquisici6 de maquinaria especifica, més enlla d’'un incubador

amb control de temperatura i CO;.

Arribats a aquest punt, i una vegada definides les variables que articulen el bioproceés,
s’han dut a terme amb éxit dos assajos d’escalabilitat de la metodologia de cultiu
d’eleccio. Tot i no haver iniciat els cultius amb la dosi cel-lular de la que es disposara
en la realitzacié d’'una expansié per a Us clinic i, per tant, no finalitzar amb el volum i
dosi cel-lular corresponents, els resultats obtinguts semblen indicar que la metodologia
de cultiu aplicada és apta per a la generacid de dosis de l'ordre d’1x108 CD34+/kg
pacient, doncs en ambdds casos s’han assolit els factors d’expansidé de la poblacio
CD34+ necessaris per a l'obtencio de les dosis terapéutiques (26,4 i 65,8 vegades). En
aquest cas en particular, tenint en compte el nombre de cél-lules amb les que s’han
iniciat els cultius, aquests factors d’expansié s’han traduit en I'obtencié de dosis de
22,7x108 CD34* i 92x108 CD34*, respectivament, assolint uns volums finals de 1,3 i 2
litres. En cas que els cultius efectivament s’haguessin iniciat amb el volum
corresponent per a una expansié d’us clinic, mitjiangant una aproximacié numérica es
pot determinar que s’haguessin obtingut unes dosis finals de 79x108 i 197x10% CD34+,
dosis comparables amb els treballs dels equips de C. Delaney i M. DeLima, en els
quals s’obtenien dosis d’aproximadament 60-1440x108 i 20-200x106 CD34",

respectivament (De Lima et al., 2012, Delaney et al., 2010).

Tot i haver obtingut resultats positius, convé posar émfasi en la variabilitat en els
factors d’expansio assolits. Aquest és un fenomen atribuible a la variabilitat intrinseca

de les cél-lules de partida, tal com han experimentat d’altres autors en el context de
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fabricacio de dosis cliniques (De Lima et al., 2008). Per tal de minimitzar aquest efecte
indesitjat, la definicié dels criteris d’acceptacio de les unitat de SCU esdevé

imprescindible (Csaszar et al., 2012a).

A continuacid, i amb l'objectiu de comprovar que el procés d’expansio a escala clinica
no altera les propietats caracteristiques del producte desenvolupat, s’ha dut a terme
una caracteritzacié en base al fenotip i a la capacitat clonogénica de la suspensié
cel-lular resultant. Els resultats obtinguts han permés corroborar I'especialitzacié a
llinatge granulocitic-macrofag a la que queden sotmesos els progenitors, la qual cosa
es tradueix en dosis tedriques d’aproximadament 4x105 CFU-GM/kg. Aquesta dada, tal
i com ja s’ha esmentat, és especialment rellevant tenint en compte que existeixen
alguns treballs que conclouen que una de les variables que millor correlaciona amb la
disminucié dels periodes de neutropénia és precisament la dosi de CFU-GM (Carral et
al., 2002, Kozlowska-Skrzypczak et al., 2009). Concretament, en el treball de I'equip
de M. Kozlowska-Skrzypczak, en el qual realitzen trasplantament de moll d’os autodleg,
conclouen que la recuperacio dels indexs normals de neutrdfils en sang es produeix
més rapid en els pacients que reben dosis superiors a 2,34x10°> CFU-GM/kg

(Kozlowska-Skrzypczak et al., 2009).

Com a requisit per a que un producte de terapia avancada pugui ser aplicat en un
context d’assaig clinic, no tant sols és necessari disposar d’'una estratégia de cultiu
robusta i reproduible, sind que és necessari demostrar que les cél-lules sotmeses a
aquesta estratégia no adquireixen anomalies genétiques (Katayama et al., 2001). Es
per aquest motiu que s’ha realitzat un estudi cariotipic de les ceél-lules resultants del

procés d’expansio. Els resultants obtinguts han permés demostrar que les ceél-lules
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sotmeses al procés d’expansié desenvolupat no adquireixen defectes cromosomics.
Aquestes dades es complementen amb les obtingudes en 'estudi preclinic realitzat en
el Capitol 5, evidenciant una vegada més que el producte de terapia avangada

desenvolupat és segur.

Per ultim, el darrer pas d’aquest desenvolupament ha consistit en definir la totalitat del
bioprocés operant en condicions GMP, des de la purificacid dels progenitors
hematopoétics de la SCU fins a I'acondicionat final del producte cel-lular. A tal efecte
s’ha generat un diagrama de proceés, en el qual s’han establert les diferents etapes que
el composen, aixi com els controls de procés, els quals estan orientats a garantir la

qualitat del producte final.

En resum, els resultats obtinguts en aquest capitol semblen indicar que el sistema de
cultiu desenvolupat és escalable i permet assolir uns factors d’expansié compatibles

amb l'obtencié de dosis cel-lulars clinicament significatives.
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7.1. CONCLUSIONS

El treball realitzat en aquesta tesi doctoral ha permés el desenvolupament d’un
producte de terapia cel-lular avangcada a partir de I'expansidé dels progenitors
hematopoétics de la sang de cordd umbilical. Aquest desenvolupament ha
transcorregut seguint les seglients etapes: en primer lloc s’ha definit una estratégia de
cultiu que permet expandir les poblacions cel-lulars d’interés. A continuacié s’ha
realitzat la caracteritzacié del producte cel-lular resultant, mitjangant técniques tant /in
vitro com /n vivo. La seguretat del producte cel-lular obtingut ha quedat demostrada a
partir del seu trasplantament en model muri i a partir de I'estudi cariotipic. Finalment
s’ha realitzat I'escalat del procés productiu per tal d’obtenir dosis cel-lulars clinicament
significatives, a la vegada que s’ha definit la totalitat de bioprocés seguint els

estandards de qualitat segons la normativa GMP.

En base als resultats obtinguts, les conclusions que es poden extreure d’aquest treball

es llisten a continuacio:

I.  El cultiu de cellules CD34* de SCU iniciat a un indocul d’1x104 CD34*/mL i
sotmés a una estratégia de cultiu consistent en adicions periddiques de medi
fresc, permet obtenir uns factors d’expansié que fan possible I'assoliment de

dosis cel-lulars clinicament significatives, de 'ordre d’1x10¢ CD34+/kg.

. La combinacié de citoquines utilitzades (IL-3, SCF i G-CSF) permet

I'especialitzacio selectiva dels progenitors hematopoétics a llinatge granulocitic.
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VI.

El producte resultant de I'expansié esta compost per un 0,8-4% de cél-lules
CD34+, i per un 96-99,2% de cél-lules CD34-. La fraccié cel-lular majoritaria
(CD34-) esta integrada per precursors neutrofilics en diferent grau de
maduracié i per céllules mieloides supressores, ambdues poblacions

funcionalment actives segons tests /in vitro.

L'estrategia de cultiu desenvolupada permet I'expansié dels progenitors
hematopoétics amb activitat repobladora a curt termini. Contrariament, el
procés d’expansié provoca l‘empobriment en progenitors amb activitat

repobladora a llarg termini.

El producte cel-lular ha demostrat ser segur tant a nivell preclinic (abséncia de
formacions neoplasiques i abséncia de formacio de teixit ectdpic en model

muri), com en termes d’integritat cromosomica.

El sistema de cultiu desenvolupat és escalable i permet assolir els factors
d’expansié necessaris per a l'obtencid6 de dosis cellulars clinicament

significatives, complint els estandards definits per la normativa GMP.
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7.2. TREBALL FUTUR

Aquesta tesi ha servit per assentar les bases per a la fabricacid d’'un producte de
terapia cel-lular avangada orientat a la reduccio dels periodes d’aplasia. No obstant,
perqué aixo sigui possible, cal complir encara amb una série de requeriments fixats per
'Agéncia Espanyola del Medicament. D’ells destaca la realitzacio dels tests de
manipulacid aseptica, la realitzacié de la validacid del procés productiu fins a
'assoliment de dosis cliniques, i I'escriptura de la documentacié necessaria per a la
sollicitud d’un assaig clinic (Producto en Fase de Investigacion, PE/). Un cop s’hagin
assolit aquests requeriments, es podra iniciar I'estudi clinic, que s’espera que sigui en

els propers mesos.
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8.1. Aillament cel'lular

8.1.1. Purificacio de cél-lules CD34+ de SCU fresca

Per a la purificacié de la poblacio CD34* de la SCU sbén necessaries dues etapes
d’aillament consecutives: aillament de la fracci6 mononuclear (CMN) mitjancant
gradient de centrifugacio i, a continuacid, seleccié immunomagnética de les cél-lules

CD34+.

Aillament de les CMN per gradient de densitat

En primer lloc, es calcula el volum de la unitat de SCU (Banc de Sang i Teixits,
Barcelona) a partir del seu pes i mitjangant el valor de densitat de la sang (1,06 g/mL).
A continuacio es realitza una dilucié de la SCU amb PBS (Life Technologies, Carlsbad,

CA, EUA) a una relacio 3:1 aproximadament.

El reactiu utilitzat per a la realitzaci6 del gradient de densitat és Lymphoprep
(1.077g/mL, Axis-Shield, Oslo, Noruega). Per tal efecte, es dipositen 35 mL de la sang
diluida en un tub conic de 50 mL de capacitat, el qual ha estat precarregat amb 15 mL
de Lymphoprep, evitant que la interfase entre la sang i el Lymphoprep es trenqui. Es
centrifuga a 340g durant 55 minuts, a 20°C i sense frenada. Finalitzada la
centrifugacid, es recuperen les cél-lules dipositades a la interfase plasma/Lymphoprep
formant un anell i es transfereixen de nou a un tub conic de 50 mL de capacitat. A
continuacio es realitzen dos rentats consecutius amb PBS i mitjangant centrifugacions
a 340g. durant 10 minuts a 20°C. Finalment es ressuspén el pellef amb 10 mL de
PBS, s’extreu una mostra de 200 L i es realitza un recompte mitjangant la plataforma

citométrica ISHAGE.
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Il. Seleccié immunomagnética

La selecci6 immunomagnética es realitza a partir de la utilitzacié de I'anticos anti-
CD34 (QBEND10) conjugat a una particula magnética i el pas de la suspensio cel-lular
a través d’una columna emplagada en un camp magnétic, de manera que les cél-lules
unides especificament a lanticos CD34 quedaran retingudes a la columna i,

posteriorment podran ser eluides.

De nou, la suspensidé cel-lular obtinguda en l'etapa anterior es sotmet a una
centrifugacio (340g, 10 minuts, 20°C), i el pellet resultant es ressuspen en un volum de
300 pL de PBS per cada 108 cél-lules nucleades. A continuacié s’afegeixen 100 yL
d’'agent de bloqueig en base a immunoglobulina humana FcR (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemanya) per cada 108 cél-lules nucleades. S’incuba durant 5
minuts a temperatura ambient i seguidament s’afegeixen 100 pyL de l'anticos CD34
conjugat a les particules magnétiques (Miltenyi Biotec) per cada 108 cél-lules
nucleades. S’incuba durant 30 minuts, a 4-8°C i en agitaci®é mitjancant l'agitador
MACSMix (Miltenyi Biotec). Finalitzada la incubacio, s’afegeixen 10 mL de PBS i es
realitza un rentat per tal d’eliminar les interaccions inespecifiques (340g, 10 minuts i
20°C). El pellet resultant es ressuspén amb 500 uL de PBS per cada 108 cél-lules
nucleades. Aquesta suspensid cel-lular es diposita en una columna de separacio
MACS del tipus LS (Miltenyi Biotec) préviament rentada amb PBS i emplagada en un
suport magnétic, de manera que les cél-lules que no s’hagin unit a I'anticos conjugat a
les particules magnétiques, eluiran. A més, es realitzen diversos rentats amb PBS per
a eliminar les célllules no retingudes. Finalment s’elueixen les cellules d’interés

retirant el camp magnétic i fent passar 5 mL de PBS a través de la columna.

158



CAPITOL 8: Materials i métodes

8.1.2. Purificaci6 de cel-lules CD34+ d’un cultiu d’expansio

Per a la purificacié de la poblacio CD34* d’'un cultiu d’expansid, es realitza unicament
l'etapa de seleccid6 immunomagnética descrita en I'apartat anterior, emprant les

mateixes proporcions volumeétriques.

8.1.3. Aillament de la fracciéo mononuclear d’un residu leucocitari

Per a l'aillament de la fracci® mononuclaer d’'un residu leucocitari (Banc de Sang i
Teixits), en primer lloc es realitza una diluci6 amb PBS (Life Technologies) fins a un
volum final de 100 mL (el volum habitual d’'un residu leucocitari és de 10-20 mL). A
continuacio, es dipositen 25 mL del residu leucocitari diluit en un total de quatre tubs
conics de 50 mL de capacitat precarregats amb 15 mL de Lymphoprep (1.077g/mL,
Axis-Shield) cadascun. Es centrifuga a 400g durant 30 minuts, a 20°C i sense frenada.
Finalitzada la centrifugacid, es recuperen les cél-lules dipositades a la interfase
PBS/Lymphoprep formant un anell i es transfereixen de nou a un tub conic de 50 mL
de capacitat. A continuacio es realitzen dos rentats consecutius amb PBS i mitjangant
centrifugacions a 340g durant 10 minuts a 20°C. Finalment es ressuspén el pellet amb

10 mL de PBS i es procedeix a realitzar un recompte cel-lular.

8.2. Cultiu cel-lular

8.2.1. Preparacio del medi de cultiu d’expansio de cel-lules CD34+

El medi de cultiu utilitzat per a I'expansié de les CMH/CPH de SCU esta compost pel
medi basal HP01 (Macopharma, Mouvaux, Franga) complementat amb les seglients
citoquines: IL3 a una concentracio de 155 IU/mL (Miltenyi Biotec), SCF a una
concentracié de 36 IU/mL (Miltenyi Biotec) i G-CSF a una concentracié de 50 ng/mL

(Neupogen, Amgen, Thousand Oaks, EEUU). Finalitzada la complementacié del medi,
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es realitza una etapa de filtracié esterilitzant (0,22 ym). El medi s’emmagatzema a 2-

8°C i s’utilitza durant els 5 dies posteriors a la seva preparacio.

8.2.2. Cultiu d’expansiéo de CMH/CPH

Els cultius d’expansié s’inicien a partir de CD34*+ purificades de SCU a una
concentracié d’entre 1x10% CD34*/mL i 1x10® CD34*/mL. Com a suport de cultiu
s’empren flascons de cultiu (T25, T75 i T150, Corning, NY, EEUU), o bosses
permeables al gas de diferent capacitat volumeétrica (100 mL — 5000 mL) (Charter
Medical, NC, EEUU). Sobre els cultius en discontinu no es realitza cap addicioé ni
recanvi de medi. Sobre els cultius del tipus fed-batch es realitzen dilucions periddiques
de medi fresc. Els cultius es mantenen en una atmosfera humidificada a 37°C i 5%

CO. i tenen una durada d’entre 12 i 20 dies.

8.2.3. Calcul del factor d’expansio i del nombre de duplicacions

Pel calcul del factor d’expansio cel-lular (Ep, de I'angles expansion factor) al llarg del

cultiu s’aplica la segtent formula:

_ (Nombre de cel-lules)
~ (Nombre de céllules)

final

Ep

inicial
Per altra banda, el calcul del nimero de duplicacions realitzades al llarg del cultiu,

s’aplica la seglent formula:

In (Ep)
In(2)

Nombre de duplicacions=

8.2.4. Generacio6 d’'una capa confluent de cel-lules mesenquimals irradiades

Per a la generacié d'una capa confluent de cél-lules mesenquimals, es sembren les
cél-lules (préviament aillades d’un moll d’os huma) a una concentracié de 1-5x103

cel-lules/cm? en flascons de cultiu (Corning, NY, EEUU) o en plaques multipous (Nunc,
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Thermo Scientific, MA, EEUU). Cada 3-4 dies es realitza un recanvi complert de medi,
que consisteix en DMEM (Invitrogen, Paisley, Gran Bretanya) complementat amb un
10% v/v de sérum huma (Banc de Sang i Teixits). Una vegada s’ha arribat a la
confluéncia cel-lular, es procedeix a realitzar la irradiaci6 a una dosi de 15 Gy.
mitjancant la utilitzacié d’una font de 37Cs (Cis Biointernational, model: IBL 437 C, Gif-
sur-Yvette, Franga).

8.3. Tecniques citometriques

8.3.1. Quantificacié de cel-lules CD34* i cel-lules nucleades totals

Per a la quantificacié de cél-lules CD34+ s'utilitza la metodologia establerta per la
Infernational Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) (Keeney et
al., 1998). Es tracta d'una metodologia citomeétrica en la que es combinen 5
parametres: mida i complexitat cel-lular, expressido de les proteines de membrana
CD34 i CD45, i marcatge del DNA amb l'agent 7-aminoactinomycin D (7AAD) com a
indicador de mortalitat cel-lular. Aquests parametres es combinen en una estratégia
sequencial de seleccié de poblacions Booleana que permet identificar especificament
la poblacié de cél-lules progenitores hematopoétiques. L’addicié d’'un volum conegut
de microesferes amb una densitat coneguda, permet la quantificacié tant de la
concentracio de les cél-lules CD34* com de les cél-lules nucleades totals (CD45*) per

unitat de volum.

En un tub de citometria es dipositen 5 uL de l'anticds CD34-PE i 5 yL del CD45-FITC
(ambdés de Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EEUU) . S’afegeixen 50 uL de la
mostra cel-lular, s’Thomogeneitza i es deixa incubar durant 15 minuts a la foscor i a
temperatura ambient. Finalitzada la incubacid, es dipositen 100 yL de PBS i 50 pL de

microesferes de recompte Perfect Count (Cytognos, Salamanca, Espanya).
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S’homogeneitza i es realitza I'adquisicié mitjangant el citometre de flux FACSCalibur
(Becton Dickinson). S’adquireixen un minim de 20000 esdeveniments, i per a I'analisi
s’utilitza el software CellQuest Pro (Becton Dickinson). En aquest cas no es realitza
marcatge amb 7AAD degut a que la determinacié de la viabilitat cel-lular es realitza de

forma posterior, ja que s’inclou un marcador per a la determinacié de I'apoptosi.

8.3.2. Cicle cel-lular

Per a I'estudi del cicle cel-lular mitjangant citometria de flux s’utilitza el reactiu DRAQ5
que s’uneix de forma especifica i estequiomeétrica al DNA, de forma que la quantitat de
DRAQS5 incorporada és proporcional a la quantitat de DNA. D’aquesta manera, i en
base a la intensitat de fluorescéncia emesa, es pot extrapolar el contingut de DNA
cel-lular i, per extensié, la fase del cicle en la que es troba.

Per a la determinacié del cicle cel-lular de la poblaci6 CD34* es realitza un marcatge
amb els anticossos CD34-PE i CD45-FITC (Becton Dickinson). Es dipositen 5 yL de
l'anticos CD34-PE i 5 pL de lanticos CD45-FITC en un tub de citometria, i a
continuacio s’afegeixen 200 uL de la suspensié cel-lular d’estudi. S'incuba 15 minuts a
la foscor i a temperatura ambient. Transcorregut aquest periode, s’afegeixen 2 uL de
DRAQ5 (Biostatus, Leicestershire, Gran Bretanya) i s’'incuba a la foscor i a
temperatura ambient durant 5 minuts més. Finalment, es realitza I'adquisicio
citométrica d’'un minim de 100000 esdeveniments en el citometre de flux FACSCalibur
(Becton Dickinson) i novament s'utilitza [l'estratéegia ISHAGE per identificar
especificament la poblacié CD34+*, sobre la qual es realitza I'estudi del cicle cel-lular.
Un punt critic en aquesta citometria és I'eliminacié de doblets cel-lulars, els quals
suposen un artefacte en la determinacioé del percentatge de cél-lules en les fases del

cicle cellular que es caracteritzen per presentar el doble de dotacié genética. L’analisi
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posterior es realitza amb el programa FCS Express (De Novo, Los Angeles, CA,

EEUU).
discriminacio de doblets
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Figura 8.1: Exemple de I'estrategia seguida per a I'eliminacio de doblets (esquerre) i el posterior

analisis del cicle cel-lular en funcié del contingut de DNA (dreta).

8.3.3. Viabilitat cel-lular

En una suspensio cel-lular es poden distingir dues formes de mort cel-lular: apoptosis i
necrosis. Gracies a les caracteristiques de cadascun d’aquests processos, és possible
detectar mitjangant citometria de flux les poblacions que es troben en els diferents
processos de mort cel-lular. L'apoptosis es caracteritza perqué en els seus estadis
inicials, es produeix una translocacido de la fosfatidilserina des de linterior de la
membrana plasmatica a I'exterior. L’Anexina V és una proteina que s’uneix
especificament a la fosfatidilserina de forma Ca2Z*-dependent, de manera que
mitjangant la utilitzacié de I'Anexina V conjugada a un fluorocrom, és possible detectar
les cél-lules apoptotiques mitjangant citometria de flux. Per altra banda, el procés de
necrosi es caracteritza pels danys que es produeixen a la membrana cel-lular. La

molécula 7-Amino-Actinomycin (7AAD) s’uneix especificament al DNA i pot penetrar a
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l'interior de la cél-lula Unicament a través dels porus formats com a consequéncia del
procés de necrosi, doncs la membrana cel-lular, en condicions normals, és
impermeable a aquesta molécula. Aixi, les cél-lules necrotiques queden marcades
especificament amb la molécula 7AAD, el que permet la seva deteccié mitjangant
citometria de flux.

Per a la determinacio de la viabilitat cel-lular del total de les cél-lules del cultiu i, de
forma més concreta, de la poblacié CD34*, en primer lloc es duu a terme un rentat de
les cél-lules amb el tampo Binding Buffer (Becton Dickinson), una solucié amb les
concentracions de Ca2* optimes per a la uni6 amb 'Anexina V. El pellet resultant de la
centrifugacié es ressuspén amb un volum de Binding Buffer determinat per tal de
deixar les cél-lules a una concentraci6 de 1x108 cél-lules/mL. A continuacio es
dipositen 100 uL de la suspensi6 cel-lular resultant en un tub de citometria préviament
marcat amb 5 yL de CD45-APC, 10 uL de CD34-PE i 5 pL d’Anexina V-FITC (tots de
Becton Dickinson). S’incuba durant 10 minuts a la foscor i a temperatura ambient i,
transcorregut aquest periode, s’afegeixen 5 uL de 7AAD (Becton Dickinson) i es deixa
incubar 5 minuts més en les mateixes condicions. Posteriorment s’afegeixen 2 mL de
Binding Buffer i es realitza una centrifugacio a 340g durant 5 minuts. Finalitzada la
centrifugacié es descarta el sobrenedant i el pellef es ressuspén en 100 uL de Binding
Buffer. Es realitza I'adquisicié citométrica amb I'equip FACSCalibur i els resultats
s’analitzen amb el software CellQuest Pro. Com a control per establir el lindar de
positivitat de la poblacié viable s'utilitzen cél-lules marcades Uunicament amb CD34-PE i

CD45-APC.
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Figura 8.2: Exemple de I'analisi citométric realitzat per a la determinacio de la viabilitat cel-lular
de la poblacié CD34+.

8.3.4. Fenotip neutrofil

Per a la caracteritzacié dels diferents estadis de diferenciacio neutrofilica s’utilitzen els
marcadors CD11b, CD15 i CD16 que, combinats entre ells, sén caracteristics de

cadascuna de les etapes de diferenciacio, tal com s’especifica a la taula seguent:

Mielocit / Band cell /
Promielocit
Metamielocit Neutrofil madur
CD15 + + +
CD11b - + +
CD16 - - +

Taula 8.1: Detall del fenotip caracteristic en cada etapa de diferenciacié neutrofilica (Lund-
Johansen and Terstappen, 1993).

Es realitzen un total de cinc marcatges, amb l'objectiu de generar els controls

suficients per tal d’establir el llindar de positivitat de cadascuna de les poblacions:
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CD11b-PE CD15-FITC CD16-FITC

Tub 1 5puL - -
Tub 2 - 5puL -
Tub 3 - - 5uL
Tub 4 5uL 5uL -
Tub 5 5 uL - 5 uL

Taula 8.2: Relacié dels anticossos utilitzats en cadascun dels tubs, amb el seu volum
corresponent. Els tubs 1, 2 i 3 s’utilitzen per establir els llindars de positivitat, i els 4 i 5 per a la

determinacié especifica del fenotip. Tots els anticossos utilitzats sén de Becton Dickinson.

De forma prévia a la realitzacié del marcatge, es realitza una etapa de bloqueig per tal
d’evitar les interaccions inespecifiques. Es dipositen 100 uL de la suspensio cel-lular
en cadascun dels tubs de citometria préviament carregats amb 10 pL d’lgG murina
(Invitrogen), que s’utilitza com a agent bloquejant. S’incuba durant 10 minuts a
temperatura ambient, i a continuacié es dipositen els diferents anticossos, tal com
s’especifica a la Taula 8.2. S’incuba durant 15 minuts a temperatura ambient i a la
foscor, i finalitzat aquest periode es realitza un rentat amb 3 mL de PBS (Life
Technologies) i una centrifugacié de 340g Es descarta el sobrenedant i el pellef es
resuspén amb 100 pL de PBS. L’adquisicid citométrica es realitza a I'equip
FACSCalibur (Becton Dickinson), i I'analisi posterior amb el software CellQuest Pro

(Becton Dickinson).
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Figura 8.3: Exemple de I'analisi citometric dut a terme per a la determinacié del percentatge de

precursors neutrofilics en els diferents graus de maduracié.

8.3.5. MDSC

Per a la identificacio de les MDSC, tant de llinatge granulocitic com monocitic, s’utilitza
una de les combinacions fenotipiques proposades a la bibliografia (Gimeno and

Barquinero, 2011):

Fenotip
MDSC-granulocitiques CD33* HLA-DR- CD15*
MDSC-monocitiques CD33* HLA-DR- CD14+*

Taula 8.3: Combinaci6 fenotipica utilitzada per a la determinacié del percentatge de cél-lules

mieloides supressores tant de llinatge granulocitic com monocitic.

Per tal de poder definir amb exactitud les poblacions cel-lulars aparegudes, es
realitzen controls citomeétrics del tipus FMO (de I'anglés full minus one). A la Taula 8.4

s’especifiquen les diferents combinacions utilitzades, a més dels marcatges complerts.
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HLA-DR- CD15- HLA-DR- CD14-
CD33-PE
PerCP FITC FITC PerCP
Tub 1 5uL 5uL - - -
Q S Tub2 - 5 uL 5 uL - -
c
S 8 T3 s5uL - 5L - -
Tub 4 5uL 5uL 5uL - -
Tub 5 5 uL - - 5 uL -
Q S Tub6 5L ; ; 5 uL
n o9
s £ Tub7 - - - 5L 5uL
Tub 8 5puL - - 5uL 5uL

Taula 8.4: Detall de les combinacions d’anticossos utilitzats per a la identificacié de les MDSC
granulocitiques i monocitiques. Els tubs 1, 2 i 3, per una banda, i 5, 6 i 7, per altra banda, sén
els emprats per a I'establiment dels limits de positivitat de cada poblacié. Els tubs 4 i 8 sén els
corresponents al marcatge complert per a la identificacio de les MDSC granulocitiques i

monocitiques, respectivament. Tots els anticossos utilitzats s6n de Becton Dickinson.

En primer lloc es realitza una etapa de bloqueig, i amb l'objectiu d’evitar interaccions
inespecifiques, es dipositen 10 uL d’lgG murina (Invitrogen) en cadascun dels tubs de
citometria en els que es realitzara el marcatge. A continuacié es dipositen 100 pL de la
suspensio cellular d’estudi (préviament ajustada a una concentracio d’1x108
CD45*/mL) en cadascun dels tubs, i s'incuba durant 10 minuts a temperatura ambient.
Transcorregut aquest periode, es dipositen 5 yL de cadascun dels anticossos (Taula
8.4) en el seu tub corresponent i s'incuben durant 15 minuts a la foscor i a temperatura
ambient. Finalitzada la incubacid, es realitza una etapa de rentat: s’afegeixen 3 mL de
PBS a cada tub i es centrifuguen durant 5 minuts a 340g Es descarten els
sobrenedants i es ressuspen cada peflet amb 100 uL de PBS. L’adquisicié citometrica
es realitza amb I'equip FACSCalibur (Becton Dickinson) i les dades s’analitzen amb el

software CellQuest Pro (Becton Dickinson).
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8.3.6. Fenotip CD34+ madur

La quantificacid de ceélllules hematopoetiques orientades a algun dels llinatges
sanguinis es fa a partir de la combinacié de I'anticos CD34-FITC (Becton Dickinson),
amb cadascun dels seglients marcadors especifics: CD19-PE, CD13-PE, CD33-PE,
CD41a-PE, CD71-PE (tots els anticossos son de Becton Dickinson). Es dipositen 5 pL
de l'anticos CD34-FITC en cadascun dels tubs, i a continuacié s’afegeixen 5 uL de
cadascun dels anticossos en el seu tub corresponent. S’addicionen 100 uL de la
suspensio cel-lular d’estudi i s’incuben durant 15 minuts a la foscor i a temperatura
ambient. Finalitzada la incubacio, es realitza una etapa de rentat per tal d’eliminar les
possibles interacciones inespecifiques: s’afegeixen 3 mL de PBS a cada tub i es
centrifuguen durant 5 minuts a 340g. Es descarten els sobrenedants i es ressuspen
cada pellet amb 100 pyL de PBS. Es realitza I'adquisicid citomeétrica mitjangant I'equip
FACSCalibur (Becton Dickinson) i les dades s’analitzen amb el software CellQuest Pro
(Becton Dickinson). Per tal d’establir el llindar de positivitat de cadascuna de les
poblacions, es realitza I'adquisici6 d’'una mostra marcada unicament amb [I'anticos

CD34-FITC i d’'una mostra amb cél-lules sense marcar.

8.3.7. Fenotip CD34+ immadur

La identificacié de la poblacié més primitiva de precursors hematopoétics es realitza en
base a la determinacié d’un dels fenotips que ha estat descrit com a caracteristic
d’aquest tipus cel-lular: CD34* CD133* CD90* HLA-DR- (Craig et al., 1993, Danet et al.,
2001, Yin et al., 1997). Aquesta identificacio es realitza mitjangant citometria de flux.

Es realitzen un total de quatre marcatges, amb l'objectiu de generar els controls

suficients per tal d’establir el llindar de positivitat de cadascuna de les poblacions:
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HLA-DR-
CD34-FITC CD133-PE CD90-APC
_ . PerCP
(BD) (Miltenyi Biotec) (BD)
(BD)
Tub 1 5puL - - -
Tub 2 5puL 5uL 5uL
Tub 3 5uL 5puL - 5uL
Tub 4 5L 5L 5puL 5uL

Taula 8.5: Combinacié d’anticossos utilitzats per a la realitzacié del fenotip CD34+ immadur. Els
tubs 1, 2i 3 s’utilitzen com a controls per a establir els llindars de positivitat, i el tub 4 correspon

al marcatge complert. BD: Becton Dickinson.

Es diposita la quantitat de cadascun dels anticossos en els tubs de poliestiré
corresponents, tal com es detalla a la Taula 8.5. A continuacid, s’afegeixen 100 yL de
la suspensio6 cel-lular, i s'incuben durant 15 minuts a la foscor i a temperatura ambient.
Transcorregut aquest periode es procedeix a eliminar les possibles interaccions
inespecifiques mitjancant un rentat. S’afegeixen 3 mL de PBS en cadascun dels tubs i
es centrifuga a 340g durant 5 minuts. Finalitzada la centrifugacié, es descarta el
sobrenedant i es ressupen el pellet en 100 uyL de PBS. Es realitza I'adquisicio
citomeétrica mitjangant I'equip FACSCalibur (Becton Dickinson) i les dades s’analitzen

amb el software CellQuest Pro (Becton Dickinson).
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Figura 8.4: Exemple de I'analisi citometric dut a terme per a la determinacié del percentatge de

la poblacié més primitiva de progenitors hematopoétics.

8.3.8. Determinacio del grau de quimerisme huma en sang periférica murina

Per a la determinacié del grau de quimerisme huma en sang de ratoli s’empra el
marcatge especific de les cél-lules humanes per una banda, i de les cél-lules murines
per l'altra, en base a I'antigen leucocitari comu de cadascuna de les espéecies (CD45).
De forma complementaria, per tal d’estudiar el llinatge al qual pertanyen les cél-lules
humanes generades, s'utilitza una combinacié d’anticossos especifics dels diferents
linatges sanguinis humans. A la Taula 8.6 s’especifiquen les combinacions

d’anticossos utilitzades en cada marcatge.
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Marcatge 1 Marcatge 2
15 yL CD45-APC anti-huma 15 pyL CD45-APC anti-huma
5 uL CD45-PerCP anti-muri 5 uL CD45-PerCP anti-muri
15 uL CD3-PB anti-huma 15 uL CD16-FITC anti-huma
15 pyL CD13-PE anti-huma 15 pL CD41a-PE anti-huma

15 uL CD15-FITC anti-huma -

Taula 8.6: Combinacié d’anticossos utilitzats en cadascun dels marcatges de la sang periférica
murina. Per tal d’'identificar els leucocits humans s'utilitza el marcador CD45 anti-huma conjugat
a APC, i per tal d’identificar els anticossos murins, s’utilitza el marcador anti-muri conjugat a
PerCP. A més, s'utilitza una bateria d’anticossos especifics per les cél-lules humanes per tal de

determinar-ne el llinatge. Tots els anticossos s6n de Becton Dickinson.

Es diposita el volum de cadascun dels anticossos en el seu tub de poliestiré
corresponent. A continuacio, s’afegeixen 100 pyL de la mostra de sang a analitzar a
cadascun dels tubs, i s’incuba durant 15 minuts a la foscor i a temperatura ambient.
Finalitzada la incubacid, es realitza una etapa de lisi, per tal d’eliminar els eritrocits i
evitar aixi la seva interferéncia en la citometria. Amb aquesta finalitat, s’afegeixen 2 mL
d’'una solucié de lisi basada en clorur d’amoni (Becton Dickinson) a cada tub, i
s’homogeneitza mitjangant la utilitzacié del vortex (Scientific Industries, EEUU). La
incubacié té una durada de 10 minuts, i a continuacié es realitza una centrifugacié a
330g durant 5 minuts. Es descarta el sobrenedant i el peflet es ressuspen amb 3 mL
de PBS. Es realitza de nou una altra etapa de centrifugacio a les mateixes condicions,
i finalment es descarta el sobrenedant i es ressuspeén el pelfet amb 100 uL de PBS. Es
realitza I'adquisicié citometrica d’'un total de 100000 esdeveniments mitjangant I'equip
FACSCanto (Becton Dickinson), i el posterior analisi es duu a terme amb el programa

FACSDiva (Becton Dickinson).
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8.3.9. Determinacio del grau de quimerisme huma en moll d’os muri

Les cél-lules humanes de moll d’os es caracteritzen per presentar una quantitat molt
elevada de receptors Fc a les seves membranes. La preséncia d’aquests receptors pot
provocar una interaccié inespecifica per la regié constant de I'anticds anti-CD45 muri,
fet que provocaria que aparegués una poblacié cel-lular marcada amb l'anticos CD45
huma, perd amb un lleuger co-marcatge pel CD45 muri. Per tal d’evitar aquest
fenomen, es realitza una etapa de bloqueig mitjancant la utilitzacié de 1gG de rata. De
forma addicional, es realitza un control isotipic.

Es realitzen els mateixos marcatges que en la sang periférica (Taula 8.6), a més del
control isotipic. A la Taula 8.7 s’especifiquen les combinacions d’anticossos utilitzades

pel control isotipic.

Control isotipic
15 yL CD45-APC anti-huma
5 uL 1IgG2bk Rat PerCP

Taula 8.7: Anticossos utilitzats pel control isotipic dut a terme durant la determinacié del grau

de quimerisme en moll d’'os muri. Tots els anticossos utilitzats sén de Becton Dickinson.

Tenint en compte que en el procés d’obtencié del moll d’os es realitza una etapa de lisi
dels eritrocits, en aquest cas, a diferéncia de les mostres de sang periferica, s’omet
I'etapa de lisi durant el marcatge citométric.

En primer lloc, i de forma prévia al marcatge, es realitza I'etapa de bloqueig: es
dipositen 10 uL d’lgG de rata (Invitrogen) en cadascun dels tubs de poliestiré on es
realitzara el marcatge. A continuacio, s’afegeixen 100 uL en cada tub de la suspensié

cel-lular provinent del moll d’os, i s’incuba durant 10 minuts. Finalitzada la incubacio,
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s’afegeixen cadascun dels anticossos tal com es detalla a la Taula 8.6 i Taula 8.7.
S’incuba durant 15 minuts a temperatura ambient i a la foscor, i a continuacio
s’afegeixen 3 mL de PBS per I'etapa de rentat. En centrifuga durant 5 minuts a 330g,
es descarta el sobrenedant i els pellefs es ressuspenen amb 100 yL de PBS. Es
realitza I'adquisicié citomeétrica d’'un total de 200000 esdeveniments mitjancant I'equip
FACSCanto (Becton Dickinson), i el posterior analisi es duu a terme amb el programa

FACSDiva (Becton Dickinson).
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Figura 8.5: Exemple de l'analisi citométric dut a terme per a la determinacié del grau de
quimerisme huma en moll d’'os muri. A la imatge superior, es determina el percentatge de
cél-lules humanes en base a I'expressio del marcador leucocitari comu huma (CD45). A les
imatges inferiors, es determina el llinatge especific de les cél-lules humanes en base a
I'expressié dels marcadors CD3, CD13, CD15, CD16 i CD41a.
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8.3.10. Calcul del grau de quimerisme huma

Per calcular el grau de quimerisme huma tant en sang periférica com en moll d’os,

s’aplica la seglent formula:

n° d'esdeveniment hCD45-APC 100
; - X
n° d esdeveniments hCD45-APC+n° d esdeveniments mCD45-PerCP

% quimerisme huma=

8.4. Assajos funcionals in vitro

8.4.1. Cultius clonogenics

Els cultius clonogeénics soén els assajos funcionals /in vifro més ampliament utilitzats per
tal de quantificar els progenitors hematopoétics d’'una suspensié cel-lular. Aquests es
basen en la sembra de les cél-lules en un medi semisolid enriquit, de manera que les
cél-lules progenitores sén capaces de generar la seva progénie en un periode d’entre
7 i 15 dies. Degut a les caracteristiques del medi de cultiu, el creixement cel-lular es
caracteritza per la formacié de colonies, de manera que és possible quantificar el
nombre de coldnies aparegudes i, per extensio, la proporcié de progenitors en la

suspensio cel-lular d’inici.

En primer lloc es prepara la suspensié cel-lular d’estudi a una concentracié de 1000
CD34*/mL en el medi IMDM + 2% FBS (StemCell Technologies, Vancouver, Canada).
A continuacid, es dipositen 0,3 mL d’aquesta suspensio cel-lular en un tub conic amb 3
mL de MethoCult Classic (StemCell Technologie) i s’Thomogeneitza mitjangant I'is del
vortex. Se n’aspiren 2,2 mL mitjangant I's d’'una xeringa i una agulla, i es dispensen
1,1 mL en dues plaques de petri de 35 mm de diametre (StemCell Technologies), de
manera que s’hauran sembrat 100 CD34* per placa. Es reparteix homogéniament el
contingut per tota la placa, i es col-loquen en una placa de petri de 20 cm de diametre

amb dues plaques més de 35 mm de diametre amb aigua. S’incuba durant 14-16 dies
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a 37°C i 5% COg, i transcorregut aquest periode, es realitza el recompte i la
classificacid de les colonies mitjangant microscopia optica a 200X. La classificacio

realitzada es basa en la morfologia de les cel-lules que integren cada colonia:

- CFU-E: colonia formada pel progenitor eritroide. Formada per 1 0 2 clusters que

contenen un total de 8-200 eritroblasts. Lleugerament vermelloses.

- BFU-E: colonia formada pel progenitor eritroide més immadur que el formador de

les CFU-E. Formada per >200 cél-lules distribuides en 1 o 2 clusters. De color
vermell intens.

- CFU-GM: colonia formada pel progenitor granulocitic i macrofag. Poden contenir
des de 20 fins a centenars de cél-lules en 1 o multiples clusters.

- CFU-GEMM o CFU-Mix: colonia formada pel progenitor comu mieloide. Multiples

clusters formats per eritroblastes, granulocits, macrofags i megacariocits. >500

cel-lules.

Figura 8.6: Imatges preses d’algunes de les coldnies observades (200X). A: colonia del tipus
BFU-E. B-C: colonies del tipus CFU-GM.
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8.4.2. Calcul de I'eficiencia clonogénica

Els resultats obtinguts es presenten en forma d’eficiencia clonogénica. El calcul es

realitza mitjangant la segiient expressio:

Eficiancia cl L n° de colonies recomptades 100
iciencia clonogénica= - x
9 n° de cél-lules CD34+ sembrades

8.4.3. Calcul del factor d’expansio clonogenic

El calcul del factor d’expansié clonogénic es realitza a partir de la diferéncia entre
I'eficiéncia clonogénica a l'inici i final del cultiu, i del factor d’expansié de la poblacié

CD34+ obtingut al final del cultiu, calculat segons I'expressio:

Eficiéncia clonogénica final
Eficiéncia clonogeénica inicial

Factor d'expansié clonogénic= x Factor d'expansi() CD34+

8.4.4. Determinacio de la capacitat fagocitica

Per a la determinacié in vifro de l'activitat fagocitica dels precursors neutrofilics
generats, s’empren unes microesferes carboxilades grogues-verdes de 2 um de
diametre (Invitrogen) que, al ser fagocitades per les cél-lules, aquestes poden ser
detectades mitjancant citometria de flux a partir de la fluorescéncia emesa per les

propies microesferes.

En primer lloc, s’'ajusta la suspensio cellular d’estudi a una concentracio d’1x10¢
CD45*/mL en medi HPO1 (MacoPharma) en un tub conic de 15 mL de capacitat. A
continuacio s’afegeixen les microesferes a una proporcio 1:10 (cél-lules : microesferes)
i s'incuben durant 2 hores a 37°C i en agitacio (MACSMix, Miltenyi Biotec). Finalitzat
aquest periode d’incubacid, i amb l'objectiu de desenganxar les microesferes que

hagin pogut quedar retingudes a la membrana cellular sense ser fagocitades,
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s’afegeix 1 mL d’una solucié de tripsina al 0,05% (Invitrogen) i s’incuba durant 5 minuts
a 37°C. A continuacio, i per tal de neutralitzar I'efecte de la tripsina, s’afegeixen 2 mL
de PBS (Life Technologies) complementat al 10% v/v amb albumina humana (Grifols,
Barcelona, Catalunya). Finalment es centrifuga durant 5 minuts a 340g, es descarta el
sobrenedant i el pellet resultant es ressuspén amb 0,5-1 mL de PBS. Es transfereixen
200 yL a un tub de poliestire, i es realitza 'adquisicié citométrica mitjangant I'equip
FACSCalibur (Becton Dickinson). La deteccié de les cél-lules fagocitiques es realitza a

través del canal FL1, ja que les microesferes emeten a una longitud d’ona de 515 nm.

De forma complementaria a la citometria de flux, es duu a terme la observacio de les
cél-lules fagocitiques mitjangcant microscopia confocal per tal de verificar que
efectivament les microesferes han estat internalitzades per les cél-lules i no han
quedat retingudes a les seves membranes. Aquesta determinacio es realitza al Servei
de Microscopia de la Universitat Autonoma de Barcelona (Bellaterra, Catalunya). En
primer lloc, es dipositen 250 uL de la suspensioé cel-lular en un microtub, i a continuacié
s’hi afegeixen 0,25 L del reactiu “Cell Mask”, el qual s’uneix especificament a la
membrana plasmatica. S’Thomogeneitza i s'incuba durant 5 minuts a la foscor. Amb
I'objectiu d’eliminar I'excés de colorant, es realitza una centrifugacié durant 5 minuts a
300g. Finalment, es descarta el sobrenedant i es ressuspen el pellef amb 250 yL de
PBS (Life Technologies). A continuacio es dipositen 100 uL en una placa de Petri de
35 mm de diametre amb la base de vidre i s’observa la preparacié a través del

microscopi confocal (Leica, Solms, Alemanya).
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8.4.5. Determinacio de la capacitat immunomoduladora

Per a la determinacié de la capacitat immunomoduladora de les MDSC resultants del
cultiu d’expansié s'utilitza un assaig /in vitro consistent en un cultiu mixte limfocitari, en
el qual s’avalua la capacitat inhibitoria de les cél-lules d’estudi sobre la proliferacio
limfocitaria. L’assaig es fonamenta en Ila detecci6 del colorant CFSE
(Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester) en el citoplasma limfocitari, els
nivells del qual sén inversament proporcionals a la capacitat proliferativa dels limfocits

degut a la seva pérdua progressiva en cada divisio cel-lular.

Marcatge amb CFSE:

En primer lloc, es realitza la tinci6 amb CFSE (Invitrogen) de la fracci6 mononuclear
préviament aillada d’'un residu leucocitari i ajustada a una concentracid de 5x106
cél-lules/mL. S’afegeixen 0,25 yL de CFSE per cada 1 mL de suspensio cel-lular i
s’incuba durant 10 minuts a la foscor i a temperatura ambient. A continuacio es realitza
un rentat mitjangant una etapa de centrifugacié (340g durant 10 minuts) emprant PBS
(Life Technologies) a una proporcié volumeétrica de 5:1 (PBS : suspensio cellular). El
pellet resultant es ressuspéen amb medi de cultiu (DMEM [Life Technologies]
complementat amb un 10% v/v de sérum huma [Banc de Sang i Teixits]), per tal de
que quedi a una concentracioé de 10x108 cél-lules/mL aproximadament, i es realitza una
sembra en flascons T150 (Corning) (20 mL de suspensié cel-lular per cada flasco).
L’objectiu de la sembra és doble: per una banda, permetre que s’estabilitzi el marcatge
amb el CFSE i, per altra banda, dur a terme un enriquiment de la fraccié limfocitaria a
partir de I'adheréncia al plastic dels mondcits de la fraccié mononucleada. La incubacié

té una durada de 12-24h a 37°C i 5% CO., i transcorregut aquest periode, es recull el
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sobrenedant del cultiu i es realitza un recompte cel-lular i una valoracié de la intensitat i

eficiéncia del marcatge mitjangant citometria de flux.

. Cultiu mixte limfocitari amb les MDSC

Per a la sembra del cultiu mixte s’empren plaques de cultiu de 24 pous (Corning) i
s’utilitzen les segients proporcions cel-lulars: 1:1, 2:1, 5:1 i 10:1 (limfocits:MDSC),
mantenint sempre fixat el nombre de limfocits per pou (5x105 limfocits) i, variant per
tant, el nombre de cél-lules MDSC. Durant el procés de sembra s’afegeix un estimul
policlonal per tal d’induir la proliferacié del limfocits, el qual consisteix en PMA (10
ng/mL) i ionomicina (100 ng/mL) (ambdds de Sigma, St. Louis, Missouri, EEUU). La
sembra es realitza per triplicat i com a controls s'utilitzen limfocits amb estimul,
limfocits sense estimul, i la combinacid de limfocits i MDSC sense estimul. La

incubacio es duu a terme durant 6 dies a 37°C i 5% CO..

Il. Avaluacioé de la capacitat immunomoduladora de les MDSC

Transcorreguts els 6 dies de cultiu es determina I'activitat immunomoduladora de les
MDSC mitjangant citometria de flux (FACSCalibur, Becton Dickinson). Aquesta
determinacio es realitza en base al percentatge de limfocits que han perdut la intensitat

inicial del marcatge per CFSE com a consequéncia de la seva proliferacio.
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Figura 8.7: Exemple de la determinacio citométrica per a I'estudi de la proliferacio limfocitaria
en base a la péerdua del marcatge per CFSE. Les cel-lules proliferatives son les que presenten
una intensitat de fluorescénica menor en el canal FL1 (canal pel qual es detecta I'emissié del
CFSE).

8.5. Mesura de la concentracio de glucosa/lactic

Per a la mesura del contingut de glucosa i lactic en el sobrenedant resultant d’un cultiu
cel-lular, s’empra l'aparell YSI 2700 Select (YSI Life Sciences, Ohio, EEUU). Aquest
aparell és un analitzador bioquimic que, a partir de la utilitzaci®6 de membranes
enzimatiques especifiques per a la deteccid de D-glucosa i L-lactat, és capag¢ de
reportar-ne la concentracio. De forma prévia a I'analisi, es realitza una centrifugacié de
la mostra (5 minuts, 340g) amb l'objectiu d’eliminar les restes cel-lulars, les quals
podrien obstruir els conductes de l'analitzador. Per a cada mesura, s’extreuen

aproximadament 0,5-1 mL de mostra del sobrenedant del cultiu cel-lular d’estudi.

8.6. Mesurade pH

Per a la mesura del pH d’un cultiu cel-lular s’utilitza I'equip micropH 2001 (CRISON,

Alella, Catalunya). Per a cada mesura s'utilitzen 3-5 mL del sobrenedant del cultiu
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cellular d’estudi, als qual s€e’ls hi ha eliminat préviament la biomassa mitjangant una

etapa de centrifugacio (340g durant 5 minuts).

8.7. Estudis d’empelt de cél-lules humanes en ratolins immunodeficients
NOD-scid ILZ2rynull
8.7.1. Model muri

El model muri NOD-scid és un model animal ampliament utilitzat i caracteritzat en
'estudi de I'empelt de cél-lules mare hematopoétiques humanes (Greiner et al., 1998,
Shultz et al., 2005). La idoneitat d’aquest model es deu a la immunodeficiéncia severa
que presenta, la qual permet trasplantar cél-lules humanes i que aquestes no siguin
rebutjades (Brehm et al., 2010). Per a la realitzacié de I'estudi s’utilitzen femelles
NOD-scid /LZ2ry™" (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, EEUU) de 8-15
setmanes d’edat i 30 grams de pes. Degut a la seva immunodeficiéncia, aquests
animals son estabulats en zones Specific Pathogen Free (SPF) de I'Institut de Recerca
Germans Trias i Pujol (Badalona, Catalunya). Es mantenen amb una dieta estandard
composta per pinso (Harland Ibérica, Barcelona, Catalunya) i aigua de xarxa estéril ad
limifum. La identificacio dels diferents animals d’'una mateixa gabia segueix el patré

que s’esquematitza a la Figura 8.8:
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Figura 8.8: Esquema de la identificacio mitjangant marca a l'orella dels animals estabulats en

una mateixa gabia.
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Els estudis d’experimentacié animal duts a terme han estat aprovats pel Comité Etic de

I'Institut de Recerca Germans Trias i Pujol, amb el numero de registre 5656.

Durant el transcurs de l'estudi, els animals han estat sotmesos a una inspeccié
veterinaria setmanal per part del personal de la Universitat Autbonoma de Barcelona

(Bellaterra, Catalunya).

De forma prévia al trasplantament (entre 2 i 4 hores, aproximadament) els animals
s’acondicionen mitjangant una irradiacio subletal de 2 Gy mitjangant la utilitzacié d’'una

font de a '37Cs (Schering, model: IBL 437 C).

8.7.2. Preparacio de les dosis d’injeccio i transferencia als animals

Les dosis d’injeccio consisteixen en 1x10° CD34* en un volum de 200 pL de solucié
salina fisiologica (BBraun, Melsungen, Alemanya).

En primer lloc, es diposita el volum necessari de suspensio cel-lular en un tub conic
per tal de preparar el nombre de dosis d'injeccid necessaries a 1x105 CD34+
cadascuna. Es realitzen dos rentats consecutius amb PBS (Life Technologies)
mitjangant centrifugacions a 330g durant 10 minuts. El pellef resultant de l'Ultima
centrifugacié es ressuspén amb el volum necessari de solucioé de salina fisiologica per
tal de generar el nombre de dosis necessaries de 200 pL cadascuna. A continuacio,
mitjangant una micropipeta, es transfereixen 200 uL de la suspensio cel-lular resultant
en un microtub, i d’aqui s’aspira a l'interior d’'una xeringa amb agulla de 5 mm. Es
repeteix la mateixa operacid tantes vegades com dosis a preparar. Finalment,
s’emboliquen totes les xeringues en dues talles quirurgiques estérils i es transporten a

I'estabulari. Des de la preparacié de les dosis d’'injeccio fins a la transferéncia als
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animals, no transcérrer més d’'una hora. La transferéncia es fa a partir de la injeccio

per vena de la cua.

8.7.3. Sacrifici i extraccio de mostres

En els periodes de temps establerts (1, 2, 3, 4 i 8 setmanes post-trasplantament), es
realitza el sacrifici dels animals per dislocacio cervical després de I'administracio
d’anestesic volatil Isofluora (Abbot Animal Health, lllinois, EEUU). Per una banda, les
mostres de sang periférica s’extreuen a partir de puncid intracardiaca mitjancant una
xeringa préviament heparinitzada. S’extreuen un total de 200-400 uL de sang. Per altra
banda, les mostres de moll d’os s’obtenen a partir de la circulacié de medi RPMI (PAA,
Pasching, Austria) + 10% FBS (Gibco) a través de la cavitat interior dels fémurs. Una
vegada obtingut el moll d’os, es realitza una concentracié cel-lular a partir d’'una
centrifugacié a 330g durant 5 minuts a 4°C. El pellet resultant es ressuspén amb 10
mL d'una solucié6 d’hemodlisi consistent en 3,735 g NH4Cl (Merck, Darmstadt,
Alemanya) i 1,0297 g TrisBase (Sigma) en 500 mL d’aigua destil-lada. S’incuba durant
5 minuts a 4°C i seguidament es realitzen dos rentats consecutius amb 10 mL de PBS
i mitjangant centrifugacions a 330g durant 5 minuts a 4°C. Finalment, les cél-lules

resultants es ressuspenen en 200-500uL de PBS.

8.7.4. Necropsia

La necropsia és realitzada per personal veterinari de la Universitat Autdbnoma de
Barcelona (Bellaterra, Catalunya). En ella s’examinen de forma tant macroscopica com
microscopica els seglients organs: intesti prim i gruixut, pancrees, fetge, melsa,
ronyons, uter, pulmons, cor i encéfal. Per a 'examinacié microscopica, les mostres
dels teixits son fixades amb paraformaldehid 4% (Sigma) a temperatura ambient,

durant 24 hores i posteriorment parafinitzades. Finalment, es realitzen talls histologics
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de 4 um mitjangant la utilitzacié d’'un microtom i es tenyeixen amb hematoxilina/eosina
(Sigma).

8.7.5. Immunohistoquimica

La immunohistoquimica s’externalitza al centre de diagnostic veterinari Anapath
(Granada, Espanya). La técnica es duu a terme en base a la tincié especifica de
mitocondris humans mitjangant un anticos antimitocondrial huma (clon: 113-1)
(AbCam, Cambridge, Regne Unit) sobre talls histoldgics dels seglients drgans murins:
intesti prim i gruixut, pancrees, fetge, melsa, ronyons, uter, pulmons, cor i encéfal.
Com a agent de revelat s'utilitza el kit ARK-peroxidase (Dako, Glostrup, Dinamarca) i

es realitza una contratincio amb hematoxilina (Sigma).

8.8. Estudis citogenetics

Els estudis citogenétics s’externalitzen al Laboratori de Citogenética Molecular del
Servei de Patologia de I'Hospital del Mar (Barcelona, Catalunya). Com a factor per
aturar les cél-lules en metafase s’utilitza el reactiu Colcemid, el qual actua a partir de la

inhibicié en la formacié dels microtubs en el citoplasma cel-lular.
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