3.3.1.3. LOS RECEPTORES CELULARES DE LOS FACTORES DE

CRECIMIENTO

Los FCH presentan en ocasiones respuestas funcionales superpuestas e
intercambiables. El grado de homologia entre los diferentes factores y, también, entre
sus correspondientes receptores podrian explicar estos hallazgos.

Receptores como KIT, FLT3 6 FMS (M-CSFR) se caracterizan por un dominio
citoplasmatico con actividad tirosin-kinasa, mientras que la mayoria de los otros
receptores carecen de esta actividad, y pueden dividirse en 4 subclases (130). La
mayoria de los receptores de FCH (HGFR) (clase 1) pertenecen a una superfamilia
con homologia estructural basada en al menos 2 dominios de fibronectina tipo III
ligados. De forma anéloga, se encuentran los receptores de los interferones (IFNR)
(clase 2) con 2 dominios de fibronectina que sugieren una evolucion filogenética a
partir de una molécula de adhesion primitiva. La familia del factor de necrosis
tumoral (TNFR) (clase 3) esta caracterizada por una fraccion extracelular de 4
repeticiones de 40 aminoéacidos, que contienen 6 residuos cisteina conservados.
Finalmente, el receptor de IL1 (IL1R) (clase 4) presenta residuos extracelulares
“inmunoglobulina-like”.

El hecho comun entre los receptores con 6 sin actividad tirosin-kinasa intrinseca es
que una vez unido el ligando, promueven homodimerizacion 6 heterodimerizacion de
diferentes subunidades del receptor, y esto es seguido por una rapida fosforilacioén de
los residuos tirosina del dominio citoplasmatico del receptor (actividad tirosin-
kinasa), y de otras proteinas implicadas en la generacién de las cascadas de

transmision de sefial (no actividad tirosin-kinasa), como la familia JAKs (131). Esta
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simplificacion funcional en los mecanismos de transmision de senal apoya aun mas la
evidencia de efectos compartidos entre diferentes citoquinas.

Otros vias de transmision de sefial activadas por los receptores de FCH son las
proteinas STAT, 6 la via de Ras, revisadas por diversos autores (132).

Para inducir la division celular, 1la cascada de sefiales iniciada con la unidn del factor
soluble (FCH) con su receptor, necesita eventualmente activar la maquinaria celular
implicada en el ciclo. Compuesta por ciclinas, kinasas dependientes de ciclinas, y
otras proteinas reguladoras. Numerosos datos sugieren que los FCH inducen
proliferacion celular, actuando a nivel de la fase G1 del ciclo en una familia de
ciclinas recientemente descrita, como ciclinas tipo D (133). Un numeroso grupo de
estudios inciden sobre el efecto de la sobreexpresion de diferentes tipos de ciclinas
(D1, D2 6 D3) y efectos en la proliferacion versus diferenciacion (134). El
conocimiento exhaustivo de estas vias de transmision de sefial y sus efectos sobre la
regulacion del ciclo celular explicaran mejor los mecanismos de accion de las
citoquinas reguladoras de la hemopoyesis y serviran para disefiar mejores estrategias

de expansion de CMH.

3.3.1.4. REGULACION DE LA HEMOPOYESIS

Para mantener su homeostasis, el sistema hemopoyético tiene una regulacion
exquisita de la proliferacion y diferenciacion, a partir de un reducido numero de
CMH. En la figura 3.2, se propone un esquema de la jerarquia del sistema
hemopoyético.

Una tnica CMH pluripotente es capaz de producir un gran nimero de progenitores

comprometidos, que a su vez estdn destinados a diferenciarse en precursores
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caracteristicos de cada linaje hemopoyético. Esta CMH es capaz, también, de
autorrenovarse. Esta cualidad disminuye a medida que las células inician su proceso
de diferenciacion. El potencial proliferativo y la diferenciacion de las células madre y
progenitoras esta influenciado por las células accesorias (el microambiente medular)
6 factores producidos por ellas. Entre ellas se encuentran linfocitos T, células
reticulares de la médula, células endoteliales, fibroblastos, células musculares lisas, 6
las células madre mesenquimales, que las originan (135). Los progenitores
comprometidos responden a reguladores humorales producidos a nivel sistémico 0
local, para diferenciarse a un linaje determinado. Bajo este tipo de control, la
amplificacion en la produccion de células maduras ocurre a este nivel (127). Para la
mayoria de los linajes hemopoyéticos, parece existir al menos dos reguladores
humorales de su proceso de diferenciacion que actian de forma secuencial. Un grupo,
que actuaria en las fases mds immaduras de los progenitores, y que promoveria
proliferacion, y un segundo grupo de actuacion mas tardia que amplificaria la
respuesta a la vez que desarrollarian los procesos de diferenciacidon linaje-especifico
(115). Para producir la diferenciacion celular se necesita un microambiente adecuado
que segun la época ontogénica se sitia en el higado fetal, bazo, 6 finalmente en la
MO. La capacidad de las CMH de encontrar su nicho de desarrollo depende de su
capacidad de anidacion sobre el microambiente adecuado. Eso estd mediado por
lectinas que se unen a manosa 6 galactosa presente en el glicocalix de las células
estromales (136).

Las CMH “deciden” la relizacion de divisiones autorrenovativas 6 de diferenciacion
mediante un mecanismo “estocastico”, por cuanto células individualizadas pueden
producir diferentes decisiones basadas en el azar: autorrenovacion, generacion de

pocas células comprometidas 6 gran cantidad de ellas (137). Esto sugiere que la
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amplificacion de la respuesta y el control de la diferenciacion debe ocurrir al nivel de
progenitor comprometido. El hecho de que s6lo un 10-20% de las CMH estén en ciclo
celular orienta hacia la hipotesis de que una sucesion clonal mantiene la hemopoyesis
a lo largo de la vida de un individuo, como se ha corroborado por estudios de
trasplante de células marcadas (138). Se han implicado diversos factores de
transcripcion en el control de esta decision. Asi, tal-1/SCL, Rbtn2/LMO2, y la familia
GATA son importantes en este sentido (139). También en la regulacion de la
diferenciacion actiian los FCH. De esta manera, se ha comprobado el papel de SCF,
FLT-3-ligand, TPO en la superviencia de las CMH, y como IL3, G-CSF, IL6, IL11,
LIF y otras participan en la induccion y en la reduccion del tiempo del ciclo celular de
células inmaduras (115). También se ha descrito el papel del microambiente y el
contacto célula a célula en la toma de decisiones, como ocurre con los estudios de la
mutacion Steel en ratones.

En definitiva, se han propuesto dos modelos para explicar la eleccién de las CMH por
la autorrenovacion 6 el compromiso. El modelo estocastico, propone que esto ocurre
al azar . En condiciones basales, la probabilidad de autorrenovacién versus
compromiso ocurriria en un 50%. Se ha comprobado que la division podria ser
simétrica 6 asimétrica, dando células hijas encaminadas a la diferenciacion y otras a la
autorrenovacion 0 a la quiescencia. Sin embargo, estd probabilidad puede ser alterada
en funcidn de circunstancias externas como dafios inducidos (citotoxicos, irradiacion,
etc) 6 a través del efecto de factores de crecimiento externos.

El modelo alternativo, propuesto por Trentin (140), postula que el microambiente
hemopoyético es inductivo. Evidencias de un desarrollo linaje especifico en funcion
del 6rgano hemopoyético de desarrollo (eritroide en bazo e higado y mieloide en MO)

sugiere este efecto. Asimismo, el papel de las células del estroma en el mantenimiento
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Figura 3.2.

Esquema de la regulacion de la hemopoyesis: la hemopoyesis compartimental
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de las CMH in vitro también apunta hacia esta direccion. La observacion de que, en
los cultivos Dexter, las CMH crecen en focos de células adherentes dentro de
“nichos” de células estromales, sugieren un papel importante del microambiente en la
regulacion del sistema.

En definitiva, parece que sobre la base de una regulacion génica, que promoveria un
comportamiento estocastico de las CMH, existen al menos dos factores extrinsecos
capaces de regular el comportamiento individual de estas células. Por un lado, las
células del estroma, en relacion a promover su supervivencia, y por otro, los factores
humorales que parecen afectar en menor medida a las CMH, y tienen un efecto
primordial en la amplificacion de respuesta a nivel de progenitores comprometidos y

precursores.

3.3.2. LA HEMOPOYESIS IN VITRO

La identificacion de las condiciones que promueven la supervivencia de las CMH en
cultivos tradicionales, ha sido clave para el inicio de los cultivos de expansion. Se han
definido a lo largo de las décadas pasadas varios tipos de cultivo, con caracteristicas

particulares, aplicadas al prop6sito que nos ocupa.

3.3.2.1. CULTIVOS TIPO DEXTER

Inicialmente, mediante los denominados cultivos a largo plazo dependientes de
estroma O cultivos tipo Dexter se consiguid6 mantener la hematopoyesis in vitro
durante varios meses (141). En estos cultivos, un estroma pre-establecido promueve la

supervivencia de las células a partir de una regulacion quasi fisiologica, entre las
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células del estroma y las células progenitoras y CMH. Como se ha dicho
anteriormente, el estroma lo conforman adipocitos, células reticulares y progenitores
de estroma, macrofagos, células musculares lisas y células endoteliales que crecen en
los cultivos, adheridas al plastico, formando monocapas compactas a las cuales se
adhieren los progenitores. En este tipo de cultivos es posible recuperar CMH y PH en
reducido nimero, aunque es capaz de promover divisiones de autorrenovacion, lo que
mantiene la hematopoyesis hasta varios meses.

Los cultivos dependientes de estroma suponen, pues, la forma mas fisiologica de
proceder in vitro. Mediante la realizacion de un cultivo a largo plazo estandar Eaves y
cols (142) han realizado trasplantes en LMC (con la intencion primaria de purgar el
inéculo), demostrando la persistencia de células repobladoras a largo plazo, aunque
con niveles muy inferiores a los del inicio del cultivo. Muchos investigadores
coinciden en destacar que la presencia de estroma es indispensable para el
mantenimiento de las CMH (127). Otras evidencias situan a factores difusibles del
estroma 6 a factores de crecimiento concretos como determinantes de este
mantenimiento. De esta manera, se ha conseguido el mantenimiento de las CMH con
expansion de progenitores en cultivos con medio condicionado de estroma en un
sistema donde no existe contacto fisico entre células purificadas y células estromales
(143). En una reciente publicacion Dao y cols (144) demuestran como FLT3-L, junto
con la IL-3, IL-6 y el ligando de c-kit, preservan la capacidad de expansion de las
células hemopoyéticas humanas durante cultivos in vitro de transduccion genica.
Existen, pues, evidencias de la mayor eficacia de los cultivos dependientes de estroma
para la expansion de CMH. La limitacion para la aplicacion clinica de este tipo de
cultivos es la dependencia de un estroma para su realizacion. Por un lado la dificultad

de obtener previamente un estroma autélogo, muchas veces dafiado en enfermos
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tratados cono quimio-radioterapia, que contribuiria a resultados imprevisibles.
Mejores resultados serian de esperar con estroma alogénico, aunque la disponibilidad
del mismo en ocasiones es complicada. Quizas la mejor solucion sea el uso de lineas
estromales humanas inmortalizadas, pero su uso no reune en la actualidad garantias

GMP y de seguridad suficientes.

3.3.2.2. CULTIVOS DEPENDIENTES DE SUERO Y CITOQUINAS

La descripcidn de las diferentes moléculas que intervienen en la regulacion de la
hematopoyesis y su aparicion como moléculas recombinantes humanas, ha permitido
conocer su papel en la regulacion hematopoyética y a proponer modelos de expansion
mas definidos. De hecho, los resultados actuales permiten suponer que las CMH
pueden ser mantenidas, en medios con 6 sin estroma. Brandt y cols (145) propusieron
un modelo de cultivo liquido, donde Ia hematopoyesis se mantenia simplemente con
la adicion de citoquinas exogenas, y con independencia de estroma. Los cultivos
realizados dependian sin embargo de suero de ternera foetal que proporciona factores
fundamentales para el mantenimiento celular in vitro. Encontrar la combinacion
adecuada, que mimetice la situacion fisiolégica y promueva la proliferacion sin
exceso de diferenciacion se ha convertido en el objetivo de los grupos que
actualmente trabajan en este area de la hematologia (ver tabla 3.8.).

Para promover la supervivencia en estas condiciones, es muy importante la
combinacion de citoquinas utilizada. De esta manera, se ha podido demostrar el efecto
beneficioso de la adicion de citoquinas de accion a nivel stem, junto con citoquinas
facilitadoras. Es estas condiciones, combinaciones como SCF, FLT3-L, IL3, IL6 y

TPO son las que han dado mejores resultados.
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Tabla 3.8.

Diversos estudios publicados sobre la capacidad de expansion in vitro segun la

combinacion de citoquinas utilizadas, la fuente de progenitores y el tipo de medio

utilizado.

EXPANSION EX VIVO DE PROGENITORES HEMOPOYETICOS PRIMITIVOS

ESTUDIO FUENTE CITOQUINAS MEDIO/ LTC-IC INVIVO
(referencia) ESTROMA (expansion)
METODO
Koller y cols| MO 1L3,GM, 10%SC+10% x7.5
(146) (CMN) SCF,EPO STF;biorreactor
14 dias
Petzer y cols| MO 1L3,IL6,SCF, MLS; x30
(147) (CD34+CD38-) | FLT3-L,GCSF, | célula tinica;
NGF 10 dias
Zandstra y|MO 1L3,SCF, MLS; x45
cols (148) (CD34+CD38-) | FLT3-L célula tinica;
10 dias
Bhatia y cols| MO MIP-1a,IL3, MCE; x5
(149) (CD34+DR-) MCE 8 semanas
Barnett y cols | MO Ninguna Estroma prendimiento
(150) autdlogo sostenido (Ph+)
preformado
Henschler y|SPM IL1,IL3,IL6, Plasma mantenimiento
cols (151) SCF,EPO autdlogo 2%;
2 semanas
Petzer y cols| SPM 1L3,G-CSF, MLS, x2-x5
(152) SCF,FLT3-L 7 dias
Brugger y cols | SPM IL1,IL3,IL6, Plasma reconstitucion
(153) SCF,EPO autdlogo 2%; en humanos
14 dias
Piacibello y|SCU CD34+ FLT3-L,TPO STF; x160
cols (154) 2 semanas
Conneally y|[SCU 1L3,IL6,GCSF, | MLS; NOD-SCID
cols (155) CD34+/CD38- | SCF,FLT3-L 7 dias CRU x2
Bhatia y cols|SCU no especificado | MLS; x5 NOD-SCID
(149) CD34+/CD38+ 4 dias CRU x2-4

NGF: Nerval growth factor
MCE: Medio condicionado de estroma
MLS: Medio libre de suero
STF: Suero de ternera foetal
SC: Suero de caballo
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3.3.2.3. CULTIVOS EN MEDIOS LIBRES DE SUERO

El suero ha sido un elemento indispensable en los cultivos cldsicos ya que contiene
moléculas conocidas (como transferrina, insulina, lipoproteinas de baja densidad) asi
como otras moléculas no caracterizadas que facilitan el mantenimiento de las
homeostasis de las células progenitoras en cultivo (156). Actualmente, se ha
conseguido mostrar mantenimiento 6 modesta amplificacion de células con capacidad
de repoblacion, en cultivos libres de suero suplementados con citoquinas exogenas.
Existen diferentes medios comerciales capaces de mantener las células progenitoras
en cultivos de expansion (Stempro34 de Life technologies, X-VIVO de Bio-Whitaker,
Cellgro de Cellgenix, etc). Para proponer procedimientos seguros con finalidad clinica
deberemos apostar por un medio libre de suero con garantias en su control de calidad.
Se han reportado diversos trabajos en la literatura que demuestran la factibilidad de
realizar expansiones ex vivo en este tipo de medios (157-159). La propuesta de
modelos de cultivo utilizando medios sin suero, es la base del desarrollo experimental

de la presente Tesis.

3.3.3. MODELOS ANIMALES DE APLICACION DE LA EXPANSION EX VIVO

Los primeros estudios realizados en animales de experimentacion ofrecieron ya
evidencias significativas que sugerian la potencial aplicacion de las técnicas de
expansion en la practica clinica (160-162). En estos primeros trabajos, se observo que,
en condiciones adecuadas, el cultivo liquido de indculos hematopoyéticos facilitaba la

amplificacion de los progenitores comprometidos. Asimismo, el trasplante de estos
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inoculos suponia una mejora en la recuperacidon leucocitaria de los animales
trasplantados, en comparacién a receptores infundidos con cantidades equivalentes de
MO no manipulada. Un ejemplo del beneficio observado en este tipo de estudios lo
muestran observaciones en ratones sometidos a irradiacion potencialmente letal y
trasplantados con cantidades equivalentes de MO fresca y de MO sometida a
expansion ex vivo con IL-1 y SCF (160). Los in6culos correspondientes a la MO
expandida siempre resultaron mas eficaces para facilitar la recuperacion leucocitaria
del receptor. Asimismo, la tasa de supervivencia de los receptores trasplantados con
las células expandidas también mejora en relaciéon a la obtenida en ratones
trasplantados con células frescas.

En el mismo sentido, mas recientemente se ha demostrado que al expandir MO
murina con TPO, SCF, IL-1 e IL-3, la recuperacion de plaquetas y neutréfilos en
receptores trasplantados con indculos expandidos se acelera entre 3 y 5 dias respecto a
receptores trasplantados con MO fresca. Es de destacar que en estos experimentos, la
proporcion de MO presente en los indculos expandidos fue la décima parte respecto al
tamafio de los inoculos frescos (163).

Uno de los riesgos principales derivados de la manipulacion ex vivo de células
hematopoyéticas proviene de la posible pérdida de las CMH, por un estimulo
excesivo de diferenciacion, 6 por la generacion de defectos en su capacidad para
anidar en el tejido hematopoyético del receptor. Esto ha generado controversia a la
hora del analisis de los resultados.

Un modelo de trasplante en primates, mas cercano a la situacién en humanos, ha
aportado resultados contradictorios (164). Los autores utilizaron células CD34+ de
MO vy las cultivaron durante 10 dias en presencia de SCF, IL-3, IL-6 y GM-CSF,

sobre una monocapa de células endoteliales microvasculares de cerdo. Este protocolo
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de expansion increment6 la celularidad total, el nimero de células CD34+ y el
contenido de progenitores CFU-GM y CAFC. El trasplante de las células expandidas
fue compatible con el injerto hematopoyético estable de los receptores. Sin embargo,
la recuperacion hematologica de estos estuvo retrasada en comparacion a la observada
en animales trasplantados con células no expandidas. En cambio, otros autores si han
demostrado un efecto beneficioso en este contexto. Andrews y cols (165) publican su
experiencia donde la fraccion de animales trasplantados con células CD34+
expandidas acortaron el periodo de neutropenia de 14+2 dias hasta 3+4 dias. Sin
embargo, este efecto no se pudo constatar en la recuperacion plaquetar. La expansion
se realizd con G-CSF, MGDF y SCF a 100 Ng/mL. Para objetivar los efectos
beneficiosos de la expansion, fue necesaria la administracion postrasplante de factores
de crecimiento (G-CSF y MGDF). Esta circunstancia podria explicar los diferentes
tipos de resultados, ya que no se tiene en cuenta a menudo, cuando se trasplantan
células expandidas, que la concentracion de citoquinas en el cultivo es elevada y que
sin embargo, tras la infusion hasta el anidamiento, se produce una deprivacion relativa
de citoquinas, que podria inducir apoptosis.

Utilizando células de SCU humanas Albella y cols (162) estudian el efecto de la
expansion ex vivo sobre la capacidad de estos inoculos para injertar ratones
inmunodeficientes NOD/SCID. No obstante, la capacidad de repoblaciéon a corto
plazo de los indculos expandidos fue significativamente inferior a la observada en
células frescas, a pesar del notable incremento en su celularidad total y nimero de
progenitores CFU-GM. Hay, sin embargo, publicaciones que defienden expansion de
SRC a partir de SCU (166, 167). Se desconoce si estas observaciones estan

relacionadas con el modelo de trasplante xenogénico utilizado, por cuanto la
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capacidad de anidacidén de este sistema es muy baja (solamente el 1% de los
progenitores stem inoculados logra prender) (168).

A la vista de estos resultados, hay un cierto grado de controversia sobre el verdadero
camino de las células madre en cultivos. Los resultados in vivo son también
contradictorios, debido a las criticas que se originan por los ensayos funcionales
realizados para determinar la capacidad de expansion. Es por ello, que parece
justificado la realizacion de ensayos controlados en humanos, que permitan dilucidar

esta cuestion.

3.3.4. EXPANSION EX VIVO EN CLINICA: OBJETIVOS

El trasplante de PH sometidos a expansion ex vivo ha surgido recientemente como una
nueva aproximacion para aminorar los periodos de aplasia asociados a tratamientos de
altas dosis de quimio/radioterapia. Asimismo, la expansion ex vivo de PH se ha
realizado de manera acoplada a técnicas de purgado ex vivo de células tumorales y
también a procedimientos de transferencia génica de la hematopoyesis. (43, 169, 170).
La expansion ex vivo del sistema hemopoyético puede ser aplicada a los distintos
compartimentos de la hemopoyesis:

- Expansiéon de CMH: Necesidad de aumentar el nimero de CMH, para asegurar
injertos a largo término. También aplicable a terapia genica, a partir de vectores que
requieren la division celular para insertar el gen terapéutico.

- Expansion de PH comprometidos: Aplicado a facilitar el injerto a corto plazo
(velocidad del prendimiento) (que forma parte del objetivo experimental de la

presente Tesis).
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- Expansion/Modulacion de células maduras: Generacion de lineas hemopoyéticas
concretas para:

- Apoyo en la recuperacion a corto plazo: generaciéon de promielocitos,
generacion de megacariocitos.

- Inmunoterapia adoptiva: expansion de linfocitos, expansion de células
dendriticas.
Las ventajas practicas que las técnicas de expansioén pueden aportar a la clinica del
trasplante hematopoyético son todavia objeto de discusion. No obstante, una larga
serie de estudios han evidenciado el interés de estas técnicas en aspectos basicos y
aplicados de la hematopoyesis. Es mads, su aplicacion clinica es una opcion
interesante, para evaluar sus efectos, y para ello es necesario trasladar los hallazgos
descritos, a un laboratorio de hemoterapia avanzado que pueda desarrollar los cultivos

antes descritos y aplicarlos a los pacientes de forma segura y reproducible.

3.3.5. METODOS DE EXPANSION DE USO CLINICO

La tecnologia que se esta desarrollando para llevar a cabo procedimientos de
expansion a escala clinica se basa tanto en necesidades del propio cultivo, como en
necesidades de seguridad exigibles para un protocolo clinico.

Los sistemas de expansion ex vivo hasta ahora desarrollados para uso clinico se

resumen a continuacion:
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3.3.5.1. CULTIVOS ESTATICOS

Las células son depositadas en un continente cerrado, al que se adicionan, con la
frecuencia necesaria, las citoquinas requeridas para el crecimiento de las células. Se
han desarrollado sistemas cerrados, basados en bolsas semipermeables para gases, que
puedan utilizarse con finalidades clinicas. Los dos tipos de bolsas disponibles son:
Plastico PL2417® de Nexell, y el Teflon® producido por American Fluoroseal
Company.

Mediante esta tecnologia se han reportado experiencias clinicas. Fundamentalmente

han sido desarrolladas con medios y citoquinas definidos por la empresa Amgen.

A) Expansion de PH de SPM autdlogos:
Se han reportado experiencias con dos tipos de estrategias, que incluyen la infusion de

cé¢lulas manipuladas y no manipuladas, o el uso de células expandidas s6lamente.

A.1. Experiencia del grupo de Reiffers y cols (Burdeos, Francia): Co-trasplante de
células no manipuladas con células expandidas seleccionadas (171):

El objetivo de un protocolo de este tipo es el de eliminar la morbilidad de los
autotrasplantes relacionada con el periodo de neutropenia y plaquetopenia.

Este grupo ha incluido 25 pacientes afectos de mieloma multiple a los que ha
sometido a movilizacion de SP utilizando quimioterapia y G-CSF. Criopreservaron
para infundir sin manipular una mediana de 3,5x10° CD34/kg. El resto del producto
de aféresis fue seleccionado para CD34 y criopreservado. Alrededor de 5x10°

CD34/kg fue sometido a expansion con el sistema Amgen, que consistié en la
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utilizacion de un medio libre de suero definido y citoquinas a 100 Ng/mL, que incluye
SCF, G-CSF y MGDF, durante 10 dias, cultivadas en bolsas de Teflon de 1 litro, a
una concentracion de 25000-50000/mL. Tras la administracion de melfalan a altas
dosis + TBI, se realizé infusion de la fraccion expandida (dia 0) y de la no manipulada
(dia +1). Los resultados que reporta este grupo son muy buenos por cuanto
demuestran una eliminacidon practicamente total del periodo de aplasia.
Concretamente, la mediana de dias por debajo de 0,1x10°/L neutréfilos fue de 0 (0-3),
por debajo de 0,5x10°/L fue de 2 (0-7). La mediana de dias por debajo de 20x10°/L
plaquetas fue de 1 (0-8), con solo 1 dia de mediana en transfusiones de plaquetas (0-
8). Estos resultados son mejores que los obtenidos por el grupo francés de mieloma
(IFM 94), utilizando el mismo esquema de acondicionamiento, donde en 145 casos
incluidos se demuestra una mediana de dias con neutrofilos < 0,5x10°/L de 9,8. Segun
estos resultados, las células generadas ex vivo son capaces de eliminar la neutropenia

post-quimioterapia.

A.2. Experiencia del grupo de Shpall y cols (Denver, Colorado): Seleccion de CD34,
expansion, e infusion unica.(172)

El objetivo de este protocolo es el demostrar la capacidad de las células expandidas de
producir injertos estables y ampliar su aplicacion a protocolos de trasplante con
inéculos suboptimos (malos movilizadores 6 post-manipulacion). Otra opcidn seria,
incrementar el purging al unir seleccion CD34 e indculos menores. Han llevado a
cabo un protocolo de transplante de células CD34+ seleccionadas y expandidas en
enfermas sometidas a autotrasplante como terapia altas dosis por cancer de mama.
Refieren la realizacién de 21 casos, con la infusidon unicamente del producto de la

expansion de células de SPM sometida a seleccion positiva de CD34. La metodologia
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utilizada ha sido la de Amgen. 9/21 pacientes injertaron entre dias 4 a 6 (>0,5x10°/L
neutréfilos). El grupo histérico que ellos presentan (n=175), tuvo una mediana de
injerto de 9 dias, con un rango minimo de 7. La probabilidad de presentar un injerto
rapido dependi6 de las CN/kg infundidas y no de la monitorizacién de CD34 durante
la expansion. Todos los pacientes que recibieron mas de 40x10° CN expandidas/kg
injertaron de neutrofilos por debajo del dia 8. Por lo tanto parece que ex vivo se
pueden generar células que participan en el injerto a muy corto plazo y son

funcionales tras la infusion.

B) Expansion de PH de SCU:

Utilizando la misma estrategia de cultivo que la utilizada con SPM, el grupo de Shpall
y cols (Denver, Colorado) ha realizado una experiencia de trasplante de SCU
expandido en 19 pacientes, 15 adultos y 4 pediatricos. (173)

La estrategia del trasplante ha dependido de la disponiblidad de la unidad de SCU
criopreservada en una sola bolsa 6 en dos alicuotas. La estrategia primera consistio en
descongelar la unidad, separar el 40% para seleccion positiva e infundir el 60%
restante. La expansion se realizo siguiendo la estrategia Amgen tras seleccion
positiva. A dia +10 de trasplante se infundieron las células expandidas. En la segunda
estrategia, se realizd descongelacion de una alicuota en el dia —10 y se infundi6 al
paciente conjuntamente con la alicuota no manipulada.

Los resultados de los 13 casos evaluables muestran una probabilidad de injerto de
neutréfilos del 100%, en una mediana de 25 dias (15-35) (>0,5x10°/L). 10/13
injertaron plaquetas (>20x10°/L) en una mediana de 58 dias (27-91). De los pacientes

analizados a dia +60, todos tenian un nivel de quimerismo del 98-100%, procedente
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del donante. Este grupo ha observado una alta incidencia de EICH agudo (8/13) y
cronico extenso (7/10) en estos pacientes. Los datos preliminares parecen apuntar
hacia una mejora en la probabilidad de injerto para este grupo de enfermos utilizando

SCU expandida.

3.3.5.2. CULTIVOS DE PERFUSION

Debido al deficiente control fisico-quimico del medio en los sistemas estaticos se han
desarrollado sistemas de perfusion que tratan de intercambiar medio y citoquinas de
forma constante para evitar su agotamiento (146). Con ello ha nacido la tecnologia de
los biorreactores. El proposito es conseguir una camara de cultivo que renueve sus
condiciones recambiando el medio a una velocidad muy baja para evitar turbulencias
que puedan afectar el crecimiento de las células en el cultivo. Aamstrom Inc (Ann
Arbor, USA) ha disefiado un dispositivo para realizar la expansion en estas
condiciones, en un sistema cerrado valido para utilizacién clinica. Es el sistema
Replicell® de expansion. Este sistema permite la regulacion de factores como
variaciones de pH, modificacion en la concentracion parcial de gases en la disolucion,
y otros que son incontrolables en los sistemas estaticos. Esto se realiza a partir de la
administracioén continuada de un medio fresco y citoquinas a las células, de manera
analoga a como el plasma lo realiza hacia la MO. Con esta tecnologia se han
reportado experiencias clinicas (174-176).

Como se ha comentado previamente, es un sistema automatico, cerrado, de perfusion
continua para realizar cultivos de expansion. Las células son expandidas en medio

suplementado con suero de ternera fetal, suero de caballo y 3 citoquinas: PIXY-321,
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FLT3-L, y Epo, durante 12 dias. Con esta combinacion se consigue una expansion de
CFU-GM (en torno a 22-63 veces, utilizando MO 6 SCU) pero no se objetiva

expansion del pool de células CD34+lin- (1,23-1,38 veces, respectivamente).

A) Aumento del contenido de progenitores en trasplante de SCU:

Kurtzberg y cols han presentado el seguimiento de su estudio de trasplante de SCU
con una alicuota expandida. El estudio consiste en la infusién de mas de 1,5x10’
CN/kg el dia 0 y el resultado de la expansion de una fraccion de 100 a 300x10° de
CN, con el sistema AastromReplicell, y administradas al paciente el dia +12. (177)

Se han incluido 28 pacientes. En la evaluacion de resultados no se evidencian
diferencias en la cinética del injerto comparado con un control historico, pero si que
se demuestra una mejor supervivencia en la evaluacion del dia +100. Se plantea la
realizacion de un estudio randomizado para confirmar los datos, ya que indicaria la
existencia de otros factores sobre los que depende esta mayor tasa de supervivencia.
Se propone una optimizacidon del sistema AastromReplicell y su protocolo de
aplicacion. Para ello se plantea la necesidad de utilizar bolsas de congelacion
compartimentalizadas (como el sistema Bioarchive® de Thermogenesis) y la
utilizacidon de nuevas estrategias en las condiciones de cultivo, fundamentalmente en
la combinacién de citoquinas utilizadas. En un estudio realizado por este grupo se ha
podido determinar la expansion de la poblacion CD34+lin- cuando a la combinacién
basica se le anade SCF y TPO (de 4 a 6 veces), lo que demuestra mejores resultados

con el simple cambio de la combinacion de citoquinas.
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B) Seguimiento a largo plazo de pacientes sometidas a trasplante de MO aut6logo
expandido usando el sistema AastromReplicell:

Stiff y cols de la Universidad de Loyola han realizado este protocolo e incluido a 34
pacientes afectas de cancer de mama (178). El protocolo consiste en la expansion de
una alicuota de MO recogida tras 3 dias de G-CSF y aislamiento de CMN por
gradiente de densidad. La expansion se ha realizado con 900-1800x10° CMN
(equivalente a 100 mL), durante 12 dias, con la combinacion bésica de citoquinas. Se
ha realizado infusion unica de las células expandidas. La recuperacion de neutrofilos
ha sido a dia 17 (13-24) y la de plaquetas a dia 26 (18-61). En 3 casos se utilizé el
back-up por problemas de injerto plaquetario. Con un seguimiento medio de 27
meses, 11/12 pacientes en estadio II/II1a estan libres de enfermedad y la supervivencia
libre de progresion en los estadios IV es de 15,5 meses.

Se propone esta aproximacion como método de purging, dado que es un sistema que
no favorece el crecimiento tumoral y permite el trasplante con dosis reducidas de

indculo.

C) Trasplante en pacientes con linfoma no-Hodgkin con dosis bajas de células
CD34+ de SP y MO expandida ex vivo:

Malik y cols de la Universidad de Hackensack (179) presentan su experiencia en 4

pacientes a los que se ha sometido a un trasplante de SP con menos de 2x10° CD34/kg

y se ha complementado con el producto resultado de la expansién de 80 mL de MO

primada con G-CSF en el sistema AastromReplicell. En los 4 pacientes se

recuperaron granulocitos entre los dias 10-14, aunque dos de ellos continuan

dependientes de plaquetas.
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Proponen este protocolo para incluir en trasplante autélogo a los pacientes con riesgo
de mala movilizacion: intensamente tratados, sujetos de edad avanzada y enfermos

que hayan recibido fludarabina previa.

3.3.6. SELECCION POSITIVA DE CELULAS CD34 Y EXPANSION

Para poder obtener un buen control de la expansion en sistemas estaticos es necesario
cultivar las células a concentraciones celulares muy bajas y controlando
perfectamente las citoquinas efectoras (180). Para ello es necesario depoblar de
células accesorias el injerto, y realizar la expansion a partir de células CD34+
seleccionadas. Ello motiva, que para acoplar un sistema de expansion clinico en
sistemas estaticos se deban desarrollar técnicas eficaces de seleccion positiva. En el
caso de la SCU, esto debe hacerse a partir de productos criopreservados con la
consiguiente complicacién. El desarrollo de la tecnologia de seleccion del
descongelado de SCU es motivo de la presente Tesis.

Como se ha dicho anteriormente, para conseguir un grado mayor de reproducibilidad
técnica es necesario acometer una seleccion positiva de células CD34+ como paso
previo a la expansion. En los sistemas estaticos existe la necesidad de realizar esta
seleccion celular debido a la inhibicion del crecimiento observada por la alta densidad
celular que se genera en los cultivos. En este sentido, resulta de interés el hecho de
que los sistemas de expansion estaticos son Optimos cuando las células estan a
concentraciones inferiores a 10° cel/mL. Sin seleccion de células CD34+ seria
técnicamente inviable realizar una expansion eficaz de progenitores ya que se
necesitaria un volumen excesivo de medio de cultivo y de citoquinas, aumentando las

dificultades técnicas, con el consiguiente coste elevado. Esto ha sido reportado en la
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literatura y comprobado en nuestro grupo, donde no se ha obtenido expansion de
progenitores cuando se han cultivado CMN a concentraciones de 10°/mL en sistemas
estaticos.

Las técnicas de seleccion celular estan siendo optimizadas en la actualidad. Diversos
autores, y nuestro propio grupo, han publicado experiencias que permiten definir los
factores que intervienen en el rendimiento de los procedimientos (181). Sin embargo,
todavia no se han definido técnicas adecuadas para realizar la seleccidén celular a
partir de productos criopreservados. Esto es mas trascendente utilizando SCU, donde
la poca cantidad de células CD34 obliga a procedimientos de alto rendimiento. El
presente trabajo de Tesis propone una metodologia de seleccion celular para
utilizacion clinica.

Los sistemas de perfusion continua permiten la expansion sin necesidad de realizar la
seleccion celular, lo que a priori resulta mas atractivo por dos razones diferentes. En
primer lugar porque se evitan las pérdidas de progenitores relacionadas al
procedimiento de seleccion celular. En segundo lugar, porque no se desechan del
cultivo las poblaciones CD34°, en las cuales posiblemente se encuentren CMH
primitivas. La trascendencia de la reflexion anterior estd por demostrar, a la espera del
analisis de las experiencias clinicas iniciales. Al mismo tiempo, el empleo de
biorreactores estd condicionado a la disponibilidad de una tecnologia todavia
experimental y cara. Evientemente, este es un campo de creciente interés para los
programas de I+D+i, siendo necesario realizar estudios de optimizacion de los

procesos en estos sistemas.
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3.4. INTRODUCCION AL TRABAJO EXPERIMENTAL

Este trabajo de Tesis describe el desarrollo de una nueva estrategia de trasplante de
donante alternativo a partir de la SCU. Después de describir el contenido
hemopoyético de una recogida estandar, se justifica la necesidad de promover un
implante mas rdpido que disminuya la morbimortalidad relacionada con el
procedimiento y permita la generalizacion de su uso. Para ello se proponen estrategias
de terapia celular como es la expansion ex vivo.

Existen numerosos autores que han publicado trabajos sobre expansion, cultivos de
CMH y generacion de PH para trasplante. Estos datos, enmarcados en el contexto de
la investigacion basica del sistema hemopoyético, sugieren la posibilidad de su
aplicacion clinica. La expansion se ha propuesto para generar CMH en trasplantes con
bajo contenido celular, y para diferenciar células pertenecientes a diferentes linajes
hemopoyéticos, e incluso tejidos, con finalidad terapéutica: trasplante hemopoyético,
soporte de la recuperacion a corto plazo, inmunoterapia, terapia génica, y
diferenciacion a tejidos mesenquimales. El propoésito de la presente Tesis es tratar de
desarrollar una estrategia biotecnoldgica para poder aplicar estas técnicas a
procedimientos clinicos. Para ello, aspectos como la seguridad transfusional, la
prevencion de efectos indeseables, la reproducibilidad del método, la factibilidad
logistica y economica, el uso de reactivos manufacturados segin normas
farmacéuticas, pasan a ser primordiales. Esta perspectiva, enmarcada en [+D+i o
investigacion translacional en algunos casos, es la que fundamenta la presente Tesis.
Recogiendo la experiencia de la literatura, conjuntamente con estudios propios, se

propone una metodologia al alcance de un laboratorio de Hemoterapia avanzada. Se
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presentan 3 publicaciones encaminadas a definir los puntos fundamentales para la
estandarizacion de dicha metodologia.

El primer trabajo (capitulo 5.1) presenta las condiciones del cultivo que permiten la
expansion de progenitores y los pardmetros criticos para el mantenimiento de las
células. Se incide en la importancia de la concentracion de citoquinas y su presencia
continua en el medio, se estudian la sinergia entre las mismas y, como la combinacion
ordenada de ellas, permite una mayor tasa de expansion. Finalmente, se estudia el
papel de la renovacion de los nutrientes y su efecto en el cultivo.

El segundo trabajo (capitulo 5.2) que se presenta, estudia la adaptacion de las técnicas
de expansion a modelos y tecnologia que permita su utilizacion en clinica. Para ello,
se evalta la calidad del producto obtenido en funcién de la utilizacion de medio libre
de suero, y se define la combinacion de citoquinas mas adecuada que permite la
conservacion de las células mas primitivas (como las CAFC de 5 semanas) mientras
se generan en el cultivo, gran cantidad de células comprometidas a las diferentes
lineas y medidas por ensayos clonogénicos.

En el tercer trabajo (capitulo 5.3) se presenta ya un protocolo, aplicable en clinica, de
trasplante de SCU sometido a expansion, y se describen los experimentos realizados
para su validacion. En €l destaca, la descripcion de un método de seleccion positiva de
descongelado de una unidad de SCU, la expansion de las células CD34+ obtenidas en
bolsas semipermeables, y el resultado de la expansion en esas condiciones. Al mismo
tiempo, se presentan los resultados biolodgicos obtenidos en un grupo de 5 trasplantes

realizados con esta tecnologia.
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4. OBJETIVOS
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4.1. Definicion de una estrategia de cultivo que permita mantener la hemopoyesis in
vitro en sistemas libres de estroma.
- Estudio de las condiciones que permitan el mantenimiento de la
hemopoyesis in vitro
- Estudio de los factores que permitan la proliferacion de las células madre
in vitro
- Estudio de los factores implicados en el rendimiento de la expansion
- Definicidén de las condiciones del cultivo de expansiéon que permitan
generar progenitores diferenciados y amplificar células madre
4.2. Definicién de una estrategia estandar, reproducible, y aplicable a la clinica,
basada en cultivos liquidos, con medios libres de suero, y sistemas estaticos,
facilmente adaptables a cualquier laboratorio especializado de citoterapia
- Cultivos liquidos de expansion
- Cultivos de expansion en sistemas estaticos cerrados
- Cultivos de expansion en medios libres de suero
4.3. Aplicacion de esta estrategia para la amplificacion del pool de PH contenido en
una unidad de SCU criopreservada utilizable para trasplante
- Protocolo de descongelacion y seleccion positiva de células CD34 de SCU
de unidades procedentes de un banco de SCU
- Puesta a punto a gran escala de las condiciones de expansion de
progenitores comprometidos
- Propuesta de un protocolo clinico, seguro y reproducible para aplicar la

tecnologia de la expansion a los trasplantes de SCU
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5.

RESULTADOS
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5. 1. METODO DE CULTIVO:

Effect of glycosylation of recombinant human granulocytic colony-stimulating factor

on expansion cultures of umbilical cord blood CD34+ cells

Haematologica 1999; 84: 493-98.
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5.2. DESARROLLO DE UN METODO DE CULTIVO DE CORTA DURACION,
LIBRE DE SUERO, ESTATICO Y APLICABLE A PROCEDIMIENTOS
CLINICOS:

Short-term, serum-free, static culture of cord blood-derived CD34+ cells: effects of

FLT3-L and MIP-1-alfa on in vitro expansion of hematopoietic progenitor cells

Haematologica 1999; 84: 675-82.
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5.3. APLICACION CLINICA: METODO DE SELECCION POSITIVA DE
SANGRE DE CORDON UMBILICAL CRIOPRESERVADA Y EXPANSION EN
SISTEMAS ESTATICOS CERRADOS

Direct immunomagnetic CD34+ cell selection method from cryopreserved cord blood

grafts for ex vivo expansion protocols

Transfusion 2000; 40: 625-31.
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6. DISCUSION GENERAL
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6.1. INTRODUCCION

Un protocolo de expansion ex vivo de PH tiene como objetivo generar nuevas células
madre y/o progenitoras a partir de un producto inicial al que se le somete a cultivo. El
éxito in vivo del modelo dependera de las caracteristicas funcionales de las células
generadas y su capacidad de injertar tras infusion.

Dexter y cols (141) publicaron en 1977, la primera aproximaciéon a un cultivo de
expansion, cuando analizaron la diferenciacion y proliferacion de células
hemopoyéticas in vitro en un medio de cultivo definido. Posteriormente, cuando se
desarrollaron los cultivos a largo plazo, se estudiaron los factores que mantenian la
regulacion del sistema hemopoyético in vitro, fundamentalmente el papel del estroma
como nicho regulador del sistema. Esto permitié el aislamiento y la sintesis de
citoquinas con diferentes funciones en el sistema. Brandt y cols (145) publicaron en
1990, el mantenimiento de la hemopoyesis in vitro en cultivos liquidos, libres de
estroma, y dependientes de suero y citoquinas. En esos momentos las citoquinas
utilizadas incluian IL6, IL1 como reguladoras del pool stem y IL3, GM-CSF y G-CSF
como inductoras de diferenciacion.

La aparicion en escena de SCF, una citoquina que promueve la supervivencia de las
CMH in vitro, contribuy6 a la aparicion de los primeros estudios de expansion donde
se evaluaron fundamentalmente la generaciéon de PH comprometidos a linea. El
mantenimiento a largo plazo de estos cultivos no era posible y habitualmente después
de 14 dias de proliferacion el sistema se agotaba. Solo algunos estudios habian
demostrado expansion moderada ¢ mantenimiento de células candidatas a CMH in
vitro. Los estudios in vivo en modelos murinos pusieron de manifiesto la pérdida

funcional de las propiedades stem de las células que habian sido sometidas a cultivos
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de expansion in vitro, lo que indicaba una ineficiencia en las condiciones de cultivo
empleadas. (169)

Finalmente, el andlisis de los cultivos utilizando FLT3-L y mas recientemente TPO,
mostraron un efecto beneficioso en el mantenimiento de la viabilidad y la
autorrenovacion in vitro de la CMH, con la consiguiente posibilidad de mantener el
cultivo a largo plazo y generar una cantidad creciente de progenitores diferenciados.
(182). Al mismo tiempo, se evidenci6é que IL3 generaba un estrés proliferativo muy
elevado en cultivos libres de estroma y agotaba de forma precoz el cultivo de
expansion. De esta manera, Piacibello y cols (154) mostraron la posibilidad de
mantener durante varios meses, el potencial de generacién de progenitores
comprometidos a linea, en sistemas libres de estroma y suero, donde las variables
criticas eran la presencia de TPO y FLT3-L y la ausencia de IL3. Con este sistema se
lograba expandir las CMH (autorrenovacion) y generar gran cantidad de PH
multilineales (proliferacion y diferenciacion). Estos datos fueron corroborados en
modelos animales xenogénicos (NOD-SCID). (166)

La expansion se ha utilizado en clinica en diversos protocolos. Por una parte, estudios
promovidos por Aastrom®, (178) que comercializa un sistema de expansion basado en
la perfusion continua (biorreactor) y que ha mostrado la posibilidad de generar y
infundir progenitores hemopoyéticos sin una aparente toxicidad. Por otra parte,
utilizando sistemas estaticos, basados en medios y citoquinas proporcionados por
Amgen®, (171) se han presentado experiencias en trasplante de SCU y en trasplante
autélogo en enfermos diagnosticados de mieloma multiple. A destacar los resultados
de Reiffers et al, que consiguen eliminar el periodo de aplasia tras la coinfusion de

aféresis expandidas con alicuotas no manipuladas en el contexto autélogo. Estos
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resultados demuestran el efecto en la recuperacion a corto plazo secundaria a la
infusion de dosis altas de progenitores comprometidos.

Tomados en conjunto, estos datos sugieren que el sistema hemopoyético puede
mantenerse in vitro bajo condiciones de cultivo muy seleccionadas. En general, su
mantenimiento depende de la interregulacion células madre-nicho estromal. Cuando
ademads del mantenimiento se desea forzar un estado de proliferacion/diferenciacion la
regulacion del sistema in vitro es mas dificil. En todo caso, se pueden conseguir
aceptables cifras de PH comprometidos manteniendo, 6 incluso aumentando, las cifras
de CMH, en sistemas libres de suero y estroma, dependientes de citoquinas con

accion a nivel de pool stem, como SCF, FLT3-L, TPO e IL6.
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6.2. DESARROLLO BIOTECNOLOGICO DE UN CULTIVO A CORTO-
TERMINO, LIBRE DE SUERO: ESTUDIOS FENOTIPICOS Y FUNCIONALES

Inicialmente nuestro grupo ha buscado el desarrollo de un modelo biotecnolédgico de
aplicacion a protocolos clinicos de los estudios basicos de expansion. Para ello se han
realizado los estudios en modelos libres de proteinas de origen animal. En sistemas
estaticos, donde el medio no se intercambia de forma permanente (simulando el flujo
plasmatico in vivo), la concentracion celular de incubacion es critica para forzar la
proliferaciéon celular. (180) La presencia, ademas, de células accesorias como
monocitos 6 linfocitos contribuye a afiadir variables no controladas, como citoquinas
inhibidoras, y hacen muy ineficiente el sistema. Esto hace necesario realizar una
seleccion de células CD34+, previa. Posteriormente, hemos definido las citoquinas
requeridas para promover el mantenimiento de las CMH in vitro, evaluadas por el
ensayo CAFC. En presencia de SCF, IL3 consigue incrementar substancialmente el
numero de CFU, pero a costa de una disminucion del pool stem que lleva al
agotamiento del cultivo. La adicion de FLT3-L consigue mejorar la recuperacion de
CAFC a los 6 dias, probablemente por el efecto anti-apoptdtico a algunas células
CAFC. La presencia de inhibidores como MIP-1-alfa consigue proteger al pool stem
del estrés proliferativo de IL3. Los estudios realizados substituyendo IL3 por TPO,
manteniendo las mismas condiciones de cultivo se consigue un equilibrio aceptable
entre autorrenovacion del pool stem y la proliferacion y diferenciacion multilineal
deseable en un protocolo de expansion (ver figura 6.1). Las condiciones han sido

comprobadas en sistemas libres de suero y estroma.
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Con el fin de adaptar estos resultados a un sistema de uso clinico en SCU, realizamos
un estudio de estandarizacion de las condiciones de cultivo a partir de muestras
criopreservadas. Para ello, proponemos un método inmunomagnético directo de
seleccion positiva de células CD34, utilizando productos aptos para uso clinico ex
vivo. Las células obtenidas se cultivan en sistemas cerrados (bolsas semipermeables),
con las mismas condiciones de cultivo que previamente fueron definidas en pocillos:
concentracion celular de inicio inferior a 5x10* células CD34+/mL, feeding frecuente
(cada 3 dias) y utilizacién de las citoquinas SCF, FLT3-L, IL3 y TPO a
concentraciones saturantes (100 Ng/mL) en un medio libre de suero producido en
condiciones farmacéuticas. Las condiciones empleadas han permitido amplificar las
células CD34+ de SCU criopreservadas hasta 10 veces (considerando que existe una
pérdida por el proceso de descongelacion y seleccion celular del 50%).

Posteriormente, hemos realizado estudios para monitorizar la calidad del producto que
incluyen caracterizacion fenotipica de las células CD34+ obtenidas, capacidad
clonogénica de las mismas hacia linaje granulomonocitico, eritroide y
megacariocitico, capacidad de mantenimiento de cultivos a largo plazo sobre estroma,
y capacidad funcional de migracion a gradientes SDF-1-alfa como medida indirecta
de la capacidad de anidacion a MO. Se ha podido constatar que las células CD34+
generadas no mantiene el perfil fenotipico de las iniciales (pérdida de CD38,
disminuciéon de CXCR4, disminucién de la densidad del antigeno CD34), pero tienen
una capacidad clonogénica mayor (la CLONE de las células CD34+ pasa del 50 al
90% en SCU), y tienen aumentada la capacidad quemocinética a gradiente de SDF-1-
alfa (x4 veces) (articulo en preparacion). Estos datos funcionales permiten proponer la
utilizacion de las citadas células generadas in vivo para testar su capacidad de

participar en la regeneracion precoz de células maduras mieloides.
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Figura 6.1. Incremento de CAFC de 5 semanas segiin combinacién de citoquinas.

veces de incremento (6-dias)

S63 S6F3 S6FM

Citoquinas: SCF (S), IL3(3), IL6(6), FLT3-L(F), MGDF(M), todas ellas a 100 Ng/mL
Se ha cuantificado el numero absoluto de CAFC de 5 semanas al inicio del cultivo, y 6 dias después, y
se ha calculado las veces de incremento. Los resultados son la media y desviacion estandar de 5

experimentos consecutivos.
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6.3. DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA BIOTECNOLOGICA PARA LA

APLICACION CLINICA DE LA EXPANSION

El mantenimiento de las células CD34+ en cultivos libres de estroma, depende de la
adicion exoégena de citoquinas. Pero el complejo sistema de regulacion del sistema
hemopoyético requiere la adecuada combinacion de las mismas, para que se
promueva la supervivencia de las células mas primitivas en el mismo, y de esta
manera, garantizar la persistencia a largo plazo. El primer trabajo presentado
(Capitulo 5.1), estudia las condiciones basicas para el disefio de un cultivo con
garantias. En este trabajo se recogen aspectos importantes de los cultivos de
expansion. Se demuestra que la capacidad proliferativa de los cultivos depende de la
concentracion de citoquinas. En un cultivo donde se afiade SCF para promover la
supervivencia de las CMH, dependiendo de la concentracion de G-CSF, que actia
como factor sinergistico, para la proliferacion y diferenciacion celular, existe una
respuesta mayor 6 menor, demostrando, que la concentraciéon de citoquinas, es
importante para conseguir el efecto deseado. La presencia continuada del factor tiene
ademas un beneficio adicional. De esta manera, la induccion de proliferacion es
mayor si se suplementa el cultivo diariamente, porque probablemente, se mantiene su
efecto sobre las nuevas células generadas y se evitara la apoptosis por deprivacion.
Precisamente, en esa presencia continuada, se basa el mayor efecto a equidosis entre
la forma glicosilada del G-CSF y la forma no glicosilada. El efecto, que es especifico,
se observa en diferentes tipos de andlisis: el grado de expansion de CN, CD34 y
colonias, y también la mayor induccién de diferenciaciéon terminal, con la

consiguiente aparicion de células CD15+/CD11b+, equivalentes a células maduras de
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linaje granulocitico. En estos experimentos iniciales, se definen las concentraciones
optimas de cultivo, que se sitGian alrededor de 1x10°, aunque se realizan con medios
dependientes de suero bovino fetal. Este actiia aportando nutrientes y citoquinas no
empleadas en este ensayo. A la vista de los resultados anteriores, se recomienda un
cultivo a dosis saturantes de citoquinas, con suplementos frecuentes para mantener un
nivel de activacion celular continuo, que posibilite la consecucion de los objetivos.

En el segundo trabajo, Capitulo 5.2, se analiza el papel de diferentes combinaciones
de citoquinas, para modular la respuesta de los productos generados. Ademas, se
puede comprobar las caracteristicas funcionales de las células obtenidas tras una
expansion de corta duracion. En este trabajo, se demuestra la posibilidad de obtener
resultados equiparables a la expansion dependiente de lotes de suero de ternera fetal
testado, con un medio libre de suero, que aporta los nutrientes basicos, y que ademas
puede ser mas facilmente reproducible. De hecho, en estos experimentos se demuestra
un menor coeficiente de variacion intermuestral, probablemente porque la respuesta
celular a las citoquinas exdgenas es mas homogénea debido a la ausencia de factores
séricos no controlados. El trabajo con medios libres de suero, aporta ademas, la
ventaja de poder ser mas facilmente trasladable a la clinica, ya que no se usan
proteinas de origen animal. En la segunda parte del trabajo, se incide en el papel
relevante de la citoquina FLT3-L en el mantenimiento de las células del
compartimento stem en el cultivo. Como se presentaba en la introduccién general,
FLT3-L es una citoquina que promueve la supervivencia de las células del poo! stem,
por su efecto antiapoptético. En este trabajo se ofrecen evidencias indirectas de ese
efecto, y se puede comprobar, que la adicion de FLT3-L supone una mejor
conservacion de las células CAFC de 5 semanas. En ese trabajo, la adicion de MIP-1-

alfa, también parece tener un efecto positivo en el mantenimiento del pool inmaduro.
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Esta es una citoquina inhibidora de la proliferacion terminal del sistema, vy,
seguramente, inducird efectos reguladores a nivel primitivo, evitando una excesivo
estrés proliferativo. Después de estos experimentos, habiamos conseguido definir un
sistema de cultivo ex vivo, en un medio libre de suero, y con una combinacién de
citoquinas, que mantenia la capacidad de formacion de cultivos a largo plazo. La
presencia de SCF y FLT3-L contribuye probablemente al efecto observado.

El siguiente objetivo planteado es, pues, ofrecer los principios del cultivo expuesto, a
un procedimiento que pudiera utilizarse en el contexto clinico. Para ello, se pasé de
los pocillos de cultivo a sistemas cerrados, en bolsas semipermeables, y se testé un
medio sin suero elaborado en condiciones farmacéuticas, y distribuido para uso ex
vivo. Las condiciones de los cultivos han sido reproducidas, y se ha recomendado la
expansioén con concentraciones celulares reducidas, y de citoquinas elevadas (100
Ng/mL), incluyendo suplemento cada 3 dias. Se utilizaron citoquinas disponibles para
uso ex vivo, y se substituyd MIP-1a e IL6 por TPO (ver Capitulo 5.3).

En esta publicacion se desarrolld, también, un sistema de seleccion positiva de
producto congelado. Evidentemente, la SCU se encuentra criopreservada en todos los
bancos de SCU, y su utilizacién, con fines de manipulacion, depende de la posibilidad
de procesar, seleccionar, etc, células inmediatamente después de ser descongeladas.
Para ello, se ha acoplado un lavado del DMSO, con dilucién progresiva de la
osmolaridad, mediante adicion de dextrano (peso molecular 40.000) y albumina
humana, para preservar el mayor nimero posible de PH (183). Para evitar los
agregados de ADN propios de la destruccion de granulocitos post-descongelacion, se
afiade DNAasa humana recombinante, inmediatamente después de descongelar. Junto
con ella, el buffer contiene Magnesio, para facilitar la accién del enzima, y citrato

sodico para evitar la agregabilidad celular y de las plaquetas. Posteriormente, se hace

131



una seleccidn, presensibilizando las bolas magnéticas, con el anticuerpo monoclonal
anti-CD34. De esta manera, se ahorra un paso de centrifugacion, y se reduce el tiempo
desde la descongelacidn, al inicio del cultivo. Otras medidas utilizadas han sido
sugeridas por otros autores, como es, la alta ratio entre bolas magnéticas y células
diana, que hace posible aumentar la recuperaciéon celular. En el producto
descongelado, y utilizando SCU, que tiene una media de CD34 por CN alrededor del
0.40% tras la descongelacion, el riesgo de tener recuperaciones celulares bajas es
elevado (184). En nuestro caso, se presenta una serie con recuperacion global de la
manipulacion superior al 50%. La mayor parte de las pérdidas de CD34 son
inespecificas, basicamente en relacion con las tubuladuras de los equipos utilizados.
Dado que los niveles de pureza y recuperacion son aceptables, recomendamos este
procedimiento para realizar la seleccion positiva de células CD34 de productos
congelados, como paso imprescindible para cultivar células con concentracion celular
baja. En este trabajo se utiliza la combinacién que incluye SCF, FLT3-L, IL3, y TPO.
Fundamentados en resultados obtenidos por otros autores, (185) substituimos en la
fase de escalada clinica, el MIP-1-alfa y la IL6, por la TPO, con una accion
pleiotropica, que incluye mantenimiento de la funciéon stem y proliferacion y
diferenciacion multilineal. El rendimiento de los cultivos en bolsas semipermeables se
ha comprobado inferior al obtenido en pocillos de cultivo, con 1 mL de medio. De
todas formas, en este trabajo se monitoriza la expansion continuada de células y el
rendimiento a los 6 dias es importante por cuanto la ratio de expansion en CFU-GM
es de cerca de 10 veces (incluyendo el 50% de pérdidas debidas a la seleccion
celular), con el consiguiente incremento en el potencial de recuperacion a corto plazo

de la unidad de SCU.
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Una vez definidas las condiciones de cultivo idoneas, se realizaron 5 trasplantes de
SCU utilizando células CD34+ obtenidas de un donante diferente de SCU. En los 5
casos se pudo utilizar el producto expandido. Solamente en un caso (1/6), no se pudo
infundir debido a una contaminacion bacteriana del cultivo (dato no mostrado).

Con esta experiencia inicial, se puede afirmar que los factores que afectan los cultivos
en el laboratorio estan identificadas. Esta plataforma definida, puede en el futuro ser

utilizada para testar nuevas citoquinas 0 estrategias.
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6.4. EXPERIENCIA CLINICA DE 5 TRASPLANTES DE SCU EXPANDIDA

En el capitulo 5.3, se presenta una propuesta para desarrollar un sistema de expansion
de SCU para uso clinico. En ese articulo, se presentan los resultados bioldgicos
obtenidos con esa técnica en 5 casos. Recientemente, la colaboracion de nuestro grupo
se ha presentado en un trabajo que discute los resultados clinicos de esos trasplantes
(186).

El modelo utilizado es el doble trasplante de SCU: uno, no manipulado y otro
expandido, en un modelo de competencia in vivo. Este modelo tiene evidentemente
criticas por cuanto no se establece una competencia igualitaria entre la dos fuentes de
progenitores. Por un lado, la eleccion de la SCU se realiza priorizando la unidad no
manipulada. Por otra parte, las células expandidas se infunden tras seleccion positiva,
sin presencia de células T (que se han asociado a la facilitacion del injerto
hemopoyético). También, se puede especular que la presencia de linfocitos T de la
unidad no manipulada, podrian contribuir a un aparente rechazo inmunologico de la
unidad manipulada.

Los resultados que se obtuvieron muestran que las células de SCU expandidas
tuvieron una presencia transitoria en el receptor. Esto se evidencid al comprobar una
quimera molecular durante las 2 primeras semanas tras la infusiéon. Su presencia no
pudo ser constatada tras el injerto hematolégico (>500 neutrofilos/ul), donde
solamente se detectd quimera a partir de la unidad no manipulada. Esta capacidad
limitada de las células expandidas de sobrevivir en el receptor, podria ser debido a
una reducida cantidad de células infundidas , 6 a defectos intrinsecos sobre la
capacidad funcional de las células manipuladas para realizar la anidacién y continuar

la proliferacion. Parece que puedan influir a este nivel dos factores: uno, es la

135



capacidad de homing modulada por la incubacion in vitro de células progenitoras;
dos, la posibilidad de induccion de apoptosis debida a la deprivacion de citoquinas
tras el lavado final y la infusion al paciente. En esta experiencia, este proceso a
supuesto un tiempo aproximado de 1 hora de centrifugacion y lavado, al que se tiene
que anadir el tiempo que transcurre desde la infusion hasta que las células
progenitoras alcanzan un microambiente adecuado para poder continuar con su
mensaje proliferativo inducido in vitro.

La posibilidad de un rechazo inmunolégico de los linfocitos T acompanantes en la
unidad no manipulada podria ser otra explicacion, aunque nos parece poco probable
debido a la intensa inmunosupresion farmacologica a la que se encuentra el receptor y
a la ausencia de EICH, en 4/5 trasplantes realizados.

Como se indica en la figura 6.2, en los 5 casos realizados, se utiliz6 el esquema
técnico descrito en el capitulo 5.3. La expansion se realizé 6 dias antes de la infusion,
tras elegir una unidad de SCU, que fuera compatible 4/6 6 mayor con el enfermo. La
unidad con mas celularidad y mejor compatibilidad se utilizé para la infusion del
producto no manipulado.

La infusién simultanea de un producto no manipulado, y otro expandido al mismo
paciente, pretende establecer un modelo in vivo que permita evaluar la contribucion
de las células de SCU expandidas en el injerto hematoldgico en base a la trazabilidad
de las células injertadas por medio de diferentes marcadores genéticos. Este modelo
presenta criticas para estudiar el verdadero papel de la recuperacion medular a corto
plazo de las unidades manipuladas, pero sirve como modelo de estudio de la

factibilidad del procedimiento, y del analisis de toxicidad.
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Figura 6.2. Esquema terapéutico del protocolo de doble trasplante de SCU, y

resultados del injerto a corto plazo

EXPERIENCIA CLINICA:DOBLE TRASPLANTE DE SCU

-6 0 10 17 27
Acondicionamiento :
TBI, CTX, ALG CyA, PRED T T T
WBC <2004l Injerto neutrofilo
EXPANSION INFUSION Quimeramixta SP (@/5):
No y MO (5/5): Quimera
dificad . 0 completano
modificado Expandida (90%) expandido
+ Expandido No expandida
(10%)

El porcentaje indicado en el quimerismo mixto representa el porcentaje relativo de cada donante (o
fraccion infundida) en el total de la quimera encontrada. La quimera mixta, se estudid por técnicas de
seguimiento de HLA por medio de la técnica RSCA, en muestras de SP de menos de 200
neutréfilos/pL.

Un enfermo desarrolld EICH grado IV con evidencias de quimerismo pero sin injerto mieloide. En los
otros 4 casos se produjo reconstitucién mieloide precoz, a partir del donante no sujeto a manipulacion.

En estos casos no huba evidencia de EICH moderada o severa.
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6.5. JUSTIFICACION TEORICA DE UN NUEVO PROTOCOLO DE EXPANSION

EX VIVO PARA REDUCIR LOS DIiAS DE APLASIA MIELOIDE

La infusion de una cantidad elevada de células progenitoras stem y comprometidas ha
de facilitar la recuperacion medular a corto plazo tras la infusion. Para que ello
suceda, se deben infundir un nimero de células elevado y funcionalmente activas.
Este injerto puede ser transitorio, si se co-infunde inéculo no manipulado con CMH
capaces de mantener la hemopoyesis a largo plazo. La propuesta que se formula
consiste en una transfusién de elementos indiferenciados, con el objetivo de
produccion inmediata de neutréfilos, junto con un trasplante de CMH convencionales.
Para conseguir este pool de células, se pretende generar ex vivo un nimero apreciable
de células con capacidad de generacion de colonias en cultivos semisolidos, que se
han utilizado como un parametro clinico de calidad de un injerto.

La expansion aqui estandarizada consiste en el cultivo de células CD34+ de SCU.
Tras la seleccion, se inicia el cultivo con un 60% de células capaces de promover
cultivos en medio semisdlido, junto con un 5% de ellas que presentan capacidad
CAFC. A los 6 dias, parte de las células clonogénicas se han derivado a células
precursoras ¢ células maduras (50% del cultivo ya no expresa antigeno CD34). El
50% restante constituyen células CD34+ compuestas por un 90% de células
clonogénicas y un 5% por células con capacidad CAFC. Globalmente, se ha
producido una generacion de células con capacidad clonogénica manteniendo la
funciéon de producir colonias a largo plazo en cultivos tipo Dexter. Para que,
realmente, estas células clonogénicas tengan capacidad de generar neutrofilos in vivo,
su cifra ha de aumentar considerablemente, porque de otro modo su contribucién a la

produccion de neutrofilos circulantes serd minima. Esto supone que durante estos 6
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dias, no hay posibilidad de aumentar substancialmente el contenido de progenitores de
un in6culo (hay que considerar que parte del incremento obtenido en la expansion se
debe a la presencia de células méas maduras procedentes de las iniciales).

Para conseguir generar un nimero elevado de células progenitoras es necesario que se
cumplan dos premisas en el cultivo:

-por un lado, que exista un poo/ de CMH que mantengan la longevidad del cultivo, y
lo alimenten para que se produzcan nuevas células progenitoras

-por otro, se necesita tiempo para que las células indiferenciadas puedan realizar las
suficientes divisiones como para generar una cantidad considerable de células para la
infusion.

Para ello parece necesario redefinir el disefio del cultivo.

Segun los resultados que se disponen, la combinacion de citoquinas que presenta SCF,
FLT3-L, IL6 y TPO, es la mas apropiada para mantener vivas las CMH en el cultivo,
y promoverlas a divisiones autoconservativas. Al mismo tiempo, fundamentalmente
TPO, induce una proliferacion y diferenciacion multilineal, en el cultivo, sin los
efectos adversos observados con la presencia de IL3. Con esta combinacion, se puede
plantear un protocolo que induzca mantenimiento de CMH y diferenciacion durante
varias semanas. La nueva propuesta incluiria un minimo de 14 dias de expansion, con
criopreservacion del producto expandido a tiempos definidos, y en condiciones
adecuadas para su recuperacion viable, con el fin de criopreservar un pool elevado de

células progenitoras de linaje mieloide.
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7. CONCLUSIONES
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IL.

I1I.

IV.

La concentracion de PH en la sangre placentaria es similar, aunque con mayor
capacidad clonogénica, que la SPM adulta. El reducido volumen disponible de
SCU condiciona su menor contenido absoluto de PH. Esta diferencia es menos

evidente cuanto mayor es la inmadurez de los PH comparados.

La capacidad de generacion de PH a partir de células seleccionadas de SCU es
mayor cuanto mas continuada es la presencia de citoquinas en el cultivo, como
sucede al suplementar de citoquinas diariamente, 6 al utilizar formas que

aumenten la vida media activa (glicosilacion).

Los sistemas de cultivo que consiguen una mayor tasa de expansion utilizan
citoquinas con accion en diferentes estadios de diferenciacion hemopoyética.
En cultivos dependientes de suero, la combinacion que utiliza SCF, FLT3-L,
IL3, IL6 y MIP-1-alfa es la que ha producido una mayor tasa de expansion,

manteniendo el contenido de CMH iniciales.

La utilizacion de medios libres de suero es un paso necesario para la
generalizacion en la aplicacion clinica. Con ellos, es posible mantener las
tasas de expansion obtenidas con cultivos dependientes de suero, aumentando

la reproducibilidad del método.

El sistema inmunomagnético directo de seleccion de células CD34+

presentado consigue adecuadas tasas globales de recuperacion y pureza, en

143



VL

VIL

muestras criopreservadas. Las células obtenidas tras la manipulacion son
funcionalmente similares, a las obtenidas en procedimientos de seleccion

celular en fresco.

Con este método, utilizando SCF, FLT3-L, IL3 y TPO, se consigue amplificar
hasta 20 veces las células CD34+, tras un cultivo de 6 dias. El método se ha
aplicado a un protocolo clinico de doble transplante de SCU. Se han realizado
5 procedimientos, con un rendimiento neto de 7 veces en células CD34+,

comparando criopreservadas/infundidas.

El método biotecnologico descrito, constituye una plataforma terapéutica que

permite su desarrollo y adaptacion a diferentes objetivos clinico-biologicos,

basados en la expansion ex vivo de PH.
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V.

Vi

La concentracion de PH en la sangre placentaria es similar, aunque con
mayor capacidad clonogénica, que la SPM adulta. El reducido volumen
disponible de SCU condiciona su menor contenido absoluto de PH. Esta
diferencia es menos evidente cuanto mayor es la inmadurez de los PH

comparados.

Las células CD34+ seleccionas a partir de SCU pueden mantenerse in vitro
en cultivos liquidos libres de estroma. La amplificacion celular depende de la

sinergia entre las citoquinas.

La capacidad de generacion de PH a partir de células seleccionadas de SCU
es mayor cuanto mas continuada es la presencia de citoquinas en el cultivo,
como sucede al suplementar de citoquinas cada dia, o utilizar formas que

aumenten la vida media activa (glicosilacion).

Los sistemas de cultivo que consiguen una mayor tasa de expansion utilizan
citoquinas con accion en diferentes estadios de diferenciacion hemopoyética.
La combinacion que utiliza SCF, FLT3-L, junto con IL3, IL6 y MIP-1-alfa es
la que ha producido una mayor tasa de expansion de progenitores

comprometidos, manteniendo el contenido de CMH iniciales.

La utilizacion de un medios libres de suero es un paso necesario para la
generalizacion en la aplicacion clinica. Con estos es posible mantener las
tasas de expansion obtenidas con cultivos dependientes de suero, y ademas,

contribuyen a la reproductibilidad del método.

El sistema inmunomagneético directo de seleccion de células CD34+
presentado consigue adecuadas tasas globales de recuperacion y pureza. Las
células obtenidas tras la manipulacion son funcionalmente similares, a las

obtenidas en procedimientos de seleccion celular en fresco.



VII.  Las células CD34+ seleccionadas de unidades procedentes de un banco de
SCU conservan su capacidad de expansion ex vivo. Utilizando SCF, FLT3-L,
IL3, TPO se consigue amplificar hasta 20 veces las células CD34+ iniciales,
tras un cultivo de 6 dias. El método se ha aplicado a un protocolo clinico de
doble transplante de SCU. Se han realizado 5 procedimientos, con una
infusion media de 7,16 £4,8 veces mas células CD34+ que las

criopreservadas.

VIII.  Este método biotecnologico constituye una plataforma terapéutica que

permite su optimizacion y adaptacion a diferentes objetivos clinico-biologicos.



