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Els treballs descrits en aquest estudi formen part d’una línia d’investigació iniciada

pel grup a l’Institut de Recerca Oncològica (IRO). El principal objectiu d’aquest estudi fou

determinar el paper del condicionament en l’empelt de cèl·lules singèniques transduïdes amb

un gen marcador, i es desglossa en els tres objectius següents:

1. Desenvolupament d’un sistema de marcatge i d’un protocol per la transducció

retrovírica de cèl·lules hemopoètiques murines.

1.1. Construir una línia productora de retrovirus ecotròpics portadors

del gen que codifica l’EGFP.

1.2. Optimitzar la transducció de cèl·lules hemopoètiques murines

tenint en compte les següents variables: període de pre-incubació de

les cèl·lules amb factors de creixement, centrifugació de les plaques

de cultiu i incorporació del fragment de fibronectina recombinant

CH-296.

2. Estudiar l’expressió d’EGFP a curt i a llarg termini en ratolins no irradiats

i irradiats en diferents dosis d’ICT, trasplantats amb cèl·lules transduïdes.

3. Estudiar l’empelt de progenitors hemopoètics transduïts.

3.1. Avaluar els efectes de la manipulació en la capacitat de

repoblació de ratolins no irradiats i irradiats amb diferents dosis

d’ICT.

3.2. Avaluar els efectes de la dosi de cèl·lules transduïdes

trasplantades en l’empelt de ratolins no irradiats i irradiats amb

diferents dosis d’ICT.
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1. Animals

Es van utilitzar ratolins femella de les soques C57BL/6J (Iffa Credo, SA) i B6.SJL-

PtprcaPep3b/BoyJ (www.jaxmice.jax.org) d’entre 7-9 setmanes d’edat i amb un pes aproximat

de 20 g. Les dimensions mitjanes dels ratolins eren de 5,5 cm de longitud, 2 cm d’amplada i 3

cm d’alçada. Quan els animals arribaven a l’estabulari (estabulari de petits rosegadors de

l’Institut de Recerca Oncològica), es mantenien entre 7 i 10 dies en període d’aclimatació

obligatòria fins que eren utilitzats. De manera general, s’estabulaven en habitacions amb

temperatura controlada (entre 20-21oC) i amb un cicle de llum-foscor de 12 hores. Quan els

ratolins eren irradiats passaven a ser estabulats en condicions estèrils. Amb aquesta finalitat es

col·locaven dins d’aïlladors, en gàbies estèrils, on l’aire que entrava era prèviament filtrat, amb

pins i menjar estèrils (Panlab) i aigua estèril suplementada amb 40 mg/ml neomicina (GibcoBRL,

Life Technologies, Paisley, Scotland) i 1,6 g/l  cotrimoxazole (SoltrimR, Almirall Lab) ad

libitum. En aquestes condicions es mantenien fins a un màxim de 30 dies després de la

irradiació.

2. Irradiació

Els ratolins es van irradiar amb una font de cobalt-60 (Theratron 780, Compagnie

General de Radiologie-General Electric) com a emissor de fotons gamma d’1,25 MeV fins a

una dosi màxima de 900 cGy i a una taxa de dosis de 50 cGy/min (dosi letal95/30). Per ser

irradiats, els ratolins s’anestesiaven prèviament amb èter etílic i es col·locaven en capses de

fusta compartimentades, de 33 × 33 × 5 cm3, amb el fons de polimetacrilat i el sostre, mòbil per

poder introduir i treure els ratolins de cada compartiment, també del mateix material però amb

forats que permetessin la ventilació dels animals. La irradiació es va realitzar al Departament de

Radioteràpia de l’Institut Català d’Oncologia a l’Hospital Duran i Reynals utilitzant un camp

directe, amb càlcul de dosi a 1,5 cm de profunditat i a una distància focus-pla mitjana de 100

cm. Per establir les bases de l’estudi dosimètric ens vàrem basar en un estudi realitzat a

l’Hospital de l’Esperança de Barcelona on, es va analitzar l’homogeneïtat de la distribució de

dosi entre els animals i en els diferents punts de cada animal mitjançant dosímetres de

termoluminescència situats en el pla mitjà de 25 maniquins de plastilina de la mateixa mida i

pes que els animals reals, col·locats en els compartiments de la caixa d’irradiació. Prèviament,

els resultats de l’estudi dosimètric havien demostrat una bona homogeneïtat en el repartiment de

les dosi entre ratolins, amb variacions mitjanes del 2% (184).
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3. Obtenció de cèl·lules del MO

Es va procedir al sacrifici dels ratolins col·locant-los en campanes de vidre amb una

atmosfera saturada d’èter etílic. Un cop morts, les seves extremitats posteriors es van

esterilitzar amb alcohol al 70% i seguidament amb povidona iodada, després es va procedir a

dissecar-les per extreure els fèmurs (i les tíbies, quan el nombre de cèl·lules requerit era

elevat). Un cop extrets, els ossos es van col·locar en tubs estèrils amb 10 ml de PBS i

antibiòtic (5-6 gotes de penicil·lina 100 UI/ml-estreptomicina 100 µg/ml -GibcoBRL-), on es

mantenien fins al seu processament (no més de 30 minuts després de l’extracció). A

continuació, dins una cambra de flux, amb l’ajut d’un bisturí i unes pinces estèrils es van

separar els teixits no ossis que els envolten. Quan el nombre d’ossos no superava els 10 es

procedia a tallar directament amb el bisturí els dos extrems distals de les epífisis de cada

fèmur de tal manera que quedés el canal femoral descobert. Utilitzant una agulla de 26 G es

procedia al rentatge dels canals femorals fent-hi passar dues vegades 1 ml de medi Alpha

(GibcoBRL) o PBS. D’aquesta manera les cèl·lules de MO restaven resuspeses en el medi.

Quan el nombre de fèmurs superava els 10, per accelerar el procés es procedia a fraccionar-

los físicament utilitzant un morter esterilitzat i a rentar-los amb PBS per recollir les cèl·lules

que s’alliberaven de l’interior dels ossos. Finalment es procedia al recompte cel·lular en una

cambra de Neubauer utilitzant la solució Turk com a diluent. La solució Turk és una solució a

l’1% d’àcid acètic en H2O destil·lada més 1-2 gotes de Giemsa per litre que lisa els eritròcits,

la qual cosa permet el recompte de les cèl·lules nucleades del MO. El rendiment dels dos

procediments era equivalent i la viabilitat (mitjançant comptatge amb blau tripà) de les

cèl·lules no es veia afectada.

 4. Extracció de cèl·lules de SP

Les mostres de SP es van obtenir dels animals anestesiats amb èter mitjançant punció

cardíaca a tòrax obert, utilitzant xeringues d’insulina heparinitzades. Quan es necessitava poc

volum de sang (aproximadament 50 µl), s’obtenia fent una petita incisió a la vena caudal del

ratolí, que prèviament s’havia dilatat submergint la cua del ratolí en un bany amb aigua a

37ºC.

Una vegada recollides les diferents mostres de sang es va procedir al recompte

cel·lular en una cambra de Neubauer utilitzant Turk com a diluent.
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5. Obtenció de les cèl·lules de melsa

Les melses es van obtenir per laparotomia dels ratolins sacrificats després

d’esterilitzar la pell amb povidona iodada. Un cop extretes, es van col·locar en tubs estèrils

amb 10 ml de PBS i antibiòtic (5-6 gotes de penicil·lina 100 UI/ml-estreptomicina 100 µg/ml)

on es mantenien fins al seu processament (no més de 30 minuts després de l’extracció). Tot

seguit, dins una cambra de flux, les melses es col·locaven en una placa de Petri estèril

(NuncTM Brand Products, Dinamarca) i, amb l’ajuda d’un bisturí i unes pinces estèrils, es

procedia a tallar un extrem de l’òrgan i per pressió suau s’anava alliberant el contingut

cel·lular de l’interior de la càpsula esplènica. Finalment es procedia al recompte cel·lular en

una cambra de Neubauer utilitzant Turk com a diluent.

6. Obtenció dels medis condicionats

 Les citoquines IL-3 i SCF s’obtenien a partir del sobrenedant (medi condicionat o

MC) de les dues línies cel·lulars comercials productores d’ambdós factors de creixement.

6.1. Obtenció del MC WEHI

El medi condicionat de la línia cel·lular mielomonocítica murina WEHI 3 BD+ és un

medi  utilitzat com a font d’IL-3 (185). Aquesta línia creix òptimament en medi McCoy’s

(GibcoBRL) suplementat amb 200 UI/ml de penicil·lina, 200 µg/ml d’estreptomicina, 2,2 g/L

de bicarbonat sòdic (Pharmacia Ibérica) més un 10% de sèrum boví fetal (FCS) (GibcoBRL)

que de manera rutinària prèviament s’inactiva a 56oC durant 30 minuts.

Les cèl·lules es feien créixer a una densitat de 105 cèl·lules/ml, a 37ºC i 5% de CO2.

Al cap de 7 dies havien assolit una concentració aproximada de 106 cèl·lules/ml.

Per expandir la línia, es deixaven les cèl·lules en cultiu durant 7 dies i seguidament es

diluia el cultiu (1:10) i es tornaven a incubar les cèl·lules durant el mateix període de temps.

De manera general, l’expansió cel·lular es mantenia fins a aconseguir uns 250 ml de

sobrenadant.
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Per obtenir el MC WEHI, la suspensió cel·lular crescuda durant 7 dies a l’incubador

sense cap recanvi de medi, es recollia i se centrifugava a 1500 rpm durant 10 minuts. Tot

seguit, el sobrenedant es filtrava amb filtres de 0,45 µm, es dividia en alíquotes i es congelava

a -20oC.

Quan s’esgotava el medi condicionat, se’n feia un lot nou i per comprovar-ne la

validesa es realitzava un cultiu en suspensió de cèl·lules de MO murines incubades amb 10%

MC WEHI del lot generat de nou i, en paral·lel, el mateix cultiu amb el mateix percentatge de

MC WEHI del lot vell. Després de 4 dies de cultiu es comparava l’expansió i viabilitat

cel·lular de cada cultiu i es realitzaven cultius clonogènics (apartat 4.2.1. de l’Introducció) en

medi semi-sòlid per avaluar el número de CFC presents al cultiu en cada cas.

Si els resultats obtinguts amb els dos medis condicionats eren equivalents,

s’acceptava el lot nou de MC WEHI. Per contrari, si el lot nou era inferior, es descartava el

nou lot i se’n feia un de nou.

6.2. Obtenció del MC BHK

El medi condicionat de la línia cel·lular murina BHK/MKL (MC BHK) (Baby

Hamster Kidney-Murine Kit Ligand) és un medi utilitzat com a font d’SCF.

Aquesta línia creix òptimament en medi RPMI (GibcoBRL) suplementat amb 200

UI/ml de penicil·lina, 200 µg/ml d’estreptomicina, 2 g/l de glucosa més un 10% de FCS

(GibcoBRL).

Una vegada descongelades, les cèl·lules es feien créixer fins a obtenir 4 flascons T75

a un 80% de confluència. En aquest estadi, es recollien les cèl·lules i se centrifugaven a 1500

rpm durant 10 minuts. Seguidament es recollia el sobrenadant, es filtrava a través d’un filtre

de 0.45 µm, i es va reservar a 4 ºC. Es retornaven les cèl·lules als flascons de cultiu inicials,

s’afegia 50 ml de medi fresc a cada flascó T75, i es deixaven 2 dies més en cultiu a 37ºC i 5%

de CO2. Després es recollia el sobrenadant filtrat i es mesclava amb el resta de medi

condicionat reservat a 4ºC. Es dividia el medi en parts alíquotes i es va congelar a -20 ºC.

Cada vegada que s’obtenia MC BHK es provava una alíquota per comprovar-ne la

validesa o descartar-la i fer-ne de nou (igual que amb el MC WEHI).
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7. Cultius cel·lulars

 7.1. Congelació i descongelació de les línies cel·lulars

En tots dos casos es va procedir a la congelació de les cèl·lules en criotubs d’1.8 ml

(NuncTM, Brand Products, Nalgene Nunc, Dinamarca) en 0.9 ml d’RPMI (GibcoBRL) + 50%

FCS. Seguidament es va afegir a les cèl·lules 0.1 ml (10% del volum final) de dimetil sulfòxid

(DMSO, Sigma, St Louis, MO, USA) i es col·locaren els tubs a l’interior del frostie

(NalgeneTM, Cryo 1ºC Freezing Container, USA). Es deixà al congelador de -80ºC fins que la

mostra va assolir aquesta temperatura (mínim 2 hores) i aleshores s’emmagatzemaren les

cèl.lules en nitrogen líquid.

El frostie és un recipient que conté 2-isopropanol. L’isopropanol permet que la

baixada de temperatura de la mostra sigui lenta però progressiva (-1 ºC cada minut), fet que

millora la qualitat de la congelació de la mostra.

Cada vegada que es requeria fer medi condicionat es descongelava una alíquota de

cèl·lules i es feia créixer. Per descongelar-la se seguia el protocol de descongelació estàndard,

que comprèn els passos següents:

1) Submergir el tub amb les cèl·lules congelades en un bany a 37oC i agitar-lo

contínuament.

2) Quan el medi s’ha descongelat, col·locar el tub immediatament en gel.

3) Afegir gota a gota el medi de descongelació (RPMI + 50% FCS en fred) fins a

diluir el DMSO com a màxim a l’1%. De manera general, les alíquotes

congelades contenien 1 ml de volum total. Per tant, per diluir el DMSO a menys

de l’1% calia afegir com a mínim 9 ml de medi de descongelació.

4) Centrifugar les cèl·lules a 1500 rpm durant 10 minuts, abocar el sobrenadant i

resuspendre-les en el medi de cultiu adequat.
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7.2. Descontaminació de la línia de micoplasmes

Per tal de descontaminar les línies cel·lulars de micoplasmes (prèviament havia donat

positiva la presència de micoplasmes), s’afegí al medi de cultiu 0,5 µg/ml d’una solució 50

µg/ml de “Mycoplasma Removal Agent” (MRA, ICN Biomedicals, Osaka, Japó) i es deixà

actuar durant una setmana. Cada tres dies es canviava el medi de cultiu i es tornava a afegir

MRA al medi de cultiu fresc. S’ha demostrat que aquest producte és efectiu en l’eliminació de

vàries espècies de micoplasmes de cultius contaminats.

Per detectar que el procés de descontaminació havia estat efectiu, es varen deixar les

cèl·lules a testar en medi de cultiu sense MRA durant tres dies, es va recollir el sobrenadant

filtrat a través d’un filtre de 0.45 µm i es va portar a analitzar, per PCR, la presència de

micoplasmes (Laboratori de Càncer i Metàstasi, IRO). El resultat de la PCR (Gen-Probe

Mycoplasma T.C., Gen-Probe Inc., San Diego, CA, USA i Mycoplasma PCR Primer Set,

Stratagene, La Jolla, CA, USA) va demostrar l’absència de micoplasmes.

8. Obtenció de la línia cel·lular productora de retrovirus NX-E/EGFP

Prèviament a la creació de la línia cel·lular en qüestió, es varen generar al nostre

laboratori les línies cel·lulars PA317/EGFP (158) i PG13/EGFP7 (11, 131), línia productora

de retrovirus amfotròpics i pseudotipada amb el gen env  del virus de la leucèmia del gibó

(GALV), respectivament.

Utilitzant el sobrenadant de la línia PG13/EGFP7, es va infectar la línia cel·lular

empaquetadora NX-E (cedida pel Dr. G. Nolan de l’Universitat d’Stanford de Califòrnia).

Una vegada infectades les cèl·lules NX-E, es realitzà la separació individual de les cèl.lules

que expressaven EGFP mitjançant el dispositiu d’“autoclon”del citòmetre EPICS ELITE ESP

(Coulter, Hialeah, Florida, EUA). Les cèl·lules individuals es dispensaren en plaques de cultiu

de 96 pous (TPPTM) que contenien 100 µl dels medis següents a parts iguals:

- medi de cultiu* de la línia NX-E

-  medi de cultiu, filtrat a través d’un filtre de 0,45 µm, on creixien les NX-E

transduïdes abans de ser separades per citometria de flux (també anomenat medi

condicionat).
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Les plaques de cultiu es deixaren a l’incubador a 37oC, 5% de CO2 i 100% d’humitat.

Es va fer el seguiment dels clons que creixeren a les plaques de cultiu mitjançant l’anàlisi al

microscopi òptic de fluorescència Olympus IX7O (Olympus Optical CO., Tokyo, Japó)

utilitzant un filtre IF 490. D’aquesta manera es varen poder diferenciar els clons que emetien

fluorescència verda dels negatius, que es varen descartar. Alhora, també es varen descartar les

poblacions bi i policlonals. Es van analitzar els sobrenadants dels clons que havien incorporat

el marcador (EGFP+) per poder esbrinar el que presentava el títol víric més elevat. Per això, es

va recollir el sobrenadant de cada clon, es va filtrar a través d’un filtre de 0,45 µm, i es varen

infectar cèl·lules NIH/3T3. L’eficiència de transducció es va calcular per citometria de flux

analitzant el número de cèl·lules NIH/3T3 transduïdes per unitat de volum de sobrenadant, 24

hores després de la transducció.

*El medi de cultiu de la línia NX-E/EGFP és el mateix que el de la línia

empaquetadora NX-E, DMEM (Dulbeccco’s modified eagle medium - GibcoBRL-)

suplementat amb L-glutamina 2 mM (Biological Industries, Kibbutz, Israel), 50 U/ml de

penicil·lina-estreptomicina i un 10% de FCS.

8.1. Titulació de la línia NX-E/EGFP

Per l’experiment de titulació es varen utilitzar cèl·lules fibroblàstiques murines

NIH/3T3 com a dianes per a l’infecció amb els vectors produïts per la línia NX-E/EGFP ja

que aquestes cèl·lules són sensibles a la infecció per retrovirus ecotròpics.

Es varen infectar cèl·lules NIH/3T3 (20.000 cèl·lules cultivades el dia anterior en

plaques de 12 pous) amb volums creixents de sobrenadant (filtrat prèviament a través d’un

filtre de 0,45 µm) de la línia NX-E/EGFP juntament amb 4 µg/ml de sulfat de protamina

(ROVI S.A, Madrid). Quaranta vuit hores després de la infecció es va analitzar el percentatge

de cèl·lules NIH/3T3 transduïdes per citometria de flux.
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8.2. Test de rescat del marcador de la línia NX-E/EGFP

Un altre fet que calia destacar de la línia productora NX-E/EGFP era la hipotètica

presència de retrovirus amb capacitat de replicació (virus helper, salvatges o RCR) al

sobrenadant d’aquesta línia, per això, vàrem utilitzar l’assaig de rescat del marcador (marker

rescue assay).

Per estudiar si hi havia recombinació dels gens virals gag-pol-env amb la seqüència ψ

del vector o de retrovirus endògens a la línia productora i, com a conseqüència, es generaven

virus RCR, es va recollir el sobrenadant de la línia NX-E/EGFP (filtrat a través d’un filtre de

0.45 µm) i es varen infectar cèl·lules NIH/3T3. Es varen deixar les cèl·lules en cultiu a 37ºC i

5% CO2 en absència d’exposició al vector. Després de 7 dies de cultiu, es va exposar el

sobrenedant a noves cèl.lules NIH/3T3 i, passades 48 hores després de l’infecció, s'analitzà

per citometria de flux si hi havia presència de cèl·lules EGFP+. Si hi havia RCR, aquests  es

replicarien a les cèl·lules diana i com que algunes tenien el vector amb l’EGFP, hi hauria

rescat del marcador (EGFP) per part dels virus generats. Aquests virus podien ser detectats en

una segona infecció de cèl·lules NIH/3T3. Com a control positiu del test, vàrem utilitzar

cèl·lules NIH/3T3 EGFP+ i, com a control negatiu, cèl·lules diana no infectades.

El rescat del marcador (presència de cèl·lules diana EGFP+) només pot ser degut a la

presència de retrovirus amb capacitat de replicació en el sobrenadant de la línia productora.

8.3. Anàlisi de l’ADN de la línia productora NX-E/EGFP per Southern blot

L' ADN genòmic de la línia cel·lular NX-E/EGFP va ser extret segons descriuen

Bernad i col (98). Breument, es varen digerir durant tota la nit 10 µg d'ADN amb els enzims

de restricció: BamHI, que talla una vegada dins la seqüència del provirus, i Asp 718 que talla

per ambdues seqüències Long Terminal Repeats (LTR) del vector. L'ADN digerit fou

electroforit en un gel d’agarosa al 0.8%, transferit a una membrana de Nylon i hibridat amb

una sonda EGFP, obtinguda del fragment EcoRI/NotI del plasmidi pEGFP-N1 (Clontech,

Palo Alto, CA), per detectar les seqüències d'ADN del vector. Per l’anàlisi dels resultats

s’exposà la membrana en contacte amb una placa autoradiogràfica.
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9. Cultius clonogènics de progenitors hemopoètics en metilcel·lulosa

De manera convencional, per la determinació del nombre de CFC en metilcel·lulosa es va

procedir a barrejar les cèl·lules de la mostra en estudi resuspeses en medi Alpha  (en un volum

de 124 µl) amb:

-  600 µl de FCS

- 200 µl de MC WEHI

- 200 µl d'albúmina sèrica bovina (BSA, Life Techonologies Inc)

- 20 µl de 2-β-mercaptoetanol

- 20 µl de L-glutamina 200 mM

- 20 µl de penicil·lina-estreptomicina i

-  800 µl de metilcel·lulosa (Methocult H4100, Stem Cell Technologies Inc.

Vancouver, Canadà.)

per obtenir un volum final de 2 ml. La barreja es va vortejar vigorosament (almenys 30

segons) i després de deixar-la reposar es va procedir a dipositar 0.5 ml en cada placa de cultiu

(NuncTM Brand Products) amb l'ajuda d'una xeringa d'insulina amb agulla de 21G. D'aquesta

manera s’obtenien triplicats de cada mostra. Les plaques es van guardar en safates més grans,

netejades prèviament amb alcohol juntament amb plaques de Petri plenes d’aigua estèril per

assegurar un 100% d’humitat. Finalment, es van col·locar en incubadors a 37oC i 5% de CO2,

durant 14 dies. Transcorregut aquest temps es va procedir a la lectura, amb el microscopi de

fluorescència invertit, de les plaques per determinar el nombre de colònies generades i, si

s’esqueia, determinar-ne el percentatge d’EGFP+.

            De manera general, es van sembrar 25.000 cèl·lules totals de MO no manipulat per

placa, i 20.000 cèl·lules totals de MO, si s’havien sotmès a transducció.
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Als últims tres experiments es va utilitzar el kit comercial de metilcel·lulosa amb

citocines recombinants per assaigs clonogènics de cèl·lules murines (Methocult GF M3534,

Stem Cell Technologies Inc). En primer lloc, es mesclaven les cèl·lules (s’utilitzava el mateix

nombre de cèl·lules que a l’assaig clonogènic convencional) en 200 µl de medi Alpha,

seguidament, s’afegien les cèl·lules a 1,8 ml de metilcel.lulosa comercial que contenia tots els

components necessaris per la generació de CFC. A partir d’aquí el protocol seguit va ser el

mateix que l’anterior tenint en compte, però, que la lectura de les plaques de cultiu per saber

el nombre de colònies generades es va fer a dia 7 de cultiu, tal i com recomanava la casa

comercial.

10. Anàlisi per citometria de flux

10.1. Immunofluorescència de cèl·lules en suspensió. Tinció directa i indirecta

Per a la caracterització fenotípica de les cèl·lules del MO i per avaluar l’empelt, melsa

i SP de ratolins normals o irradiats es van aplicar tècniques d’immunocitoquímica

convencional sobre cèl·lules en suspensió, utilitzant anticossos específics conjugats amb

fluorocroms contra els antígens de membrana CD45.1 i CD45.2 presents en les cèl·lules

hemopoètiques. La lectura de la fluorescència es va fer mitjançant citometria de flux.

Quan l’anticòs estava directament conjugat amb el fluorocrom es va fer una

immunofluorescència directa. Aquesta tècnica implica:

1) Rentat (pols a 6200 g) de les cèl·lules (0.5 × 106 cèl·lules totals/tub) amb PBS +

1% albúmina bovina (fracció V, Sigma, St Louis, MO, USA) + 0,1% azida sòdica

(PBA-azida) i resuspensió del sediment cel·lular en un volum final de 50 µl.

2) Bloqueig dels receptors Fc (receptors dels fragments constants de les

immunoglobulines) mitjançant la incubació de les cèl·lules amb sèrum de rata

(Chemicon International Inc, Temecula, Canada) durant 10 minuts a temperatura

ambient.

3) Incubació, sense rentar, amb l’anticòs monoclonal anti CD45.1 conjugat amb PE

(CD45.1-PE) (clon A20, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), durant 20

minuts a 4oC i protegit de la llum. Com a control isotípic es va utilitzar una

immunoglobulina de la mateixa classe i subclasse, és a dir un anticòs IgG-2a-PE

(Caltag, Burlingame, CA).
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4) Rentat amb PBA-azida.

5) Incubació durant 10 minuts a temperatura ambient amb 1 ml de solució de lisi*

per lisar els eritròcits presents a la mostra.

6) Rentat amb PBA-azida, dues vegades.

7) Resuspensió del sediment cel·lular amb 500 µl de PBA-azida.

8) Afegir 1 µl de la solució 1 µg/µl de 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Molecular

Probes, Oregon, USA) a la suspensió cel·lular. Les cèl·lules mortes tenen les

membranes permeables i incorporen el fluorocrom 7-AAD a l’ADN (marcador de

viabilitat cel·lular).

9) Lectura per citometria de flux.

Quan l’anticòs no estava directament conjugat amb el fluorocrom, es va fer una

immunofluorescència indirecta. En aquest cas calia:

1) Rentat de 0.5 × 106 cèl·lules totals amb PBA-azida i resuspensió en 50 µl/tub.

2) Incubació amb l’anticòs primari anti-CD45.2 conjugat amb biotina (CD45.2-Bio)

(Clon 104, Becton Dickinson), durant 20 minuts a 4oC. Com a control isotípic es

va utilitzar un anticòs monoclonal IgG-2a biotinilat (Immunotech, Marseille,

France).

3) Rentat amb PBA-azida.

4) Incubació amb estreptavidina conjugada amb APC (Sav-APC) (Becton

Dickinson), durant 20 minuts a 4oC i protegit de la llum.

5) Rentat amb PBA-azida.

6) Incubació amb 1 ml de solució de lisi durant 10 minuts a 37ºC.

7) Rentat amb PBA-azida, dues vegades.

8) Resuspensió del sediment cel·lular amb 500 µl de PBA-azida.

9) Afegir 1 µl de la solució 1 µg/µl 7-AAD a la suspensió cel·lular.

10) Lectura per citometria de flux.
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Tots els anticossos utilitzats van ser prèviament titulats per tal d’establir la

concentració d’anticòs mínim adient per al marcatge cel·lular.

En cada cas, es van utilitzar cèl·lules positives (0.5 × 106 cèl·lules totals en 50 µl de

PBA-azida) pel marcador que s’analitzava incubades amb concentracions d’anticòs des de 0.5

µg/ml fins a 0.03 µg/ml. La concentració que s’utilitzà dels tres reactius va ser de 0.125 µg/ml

per CD45.2-Biotina, 0.05 µg/ml per Sav-APC i 0.05 µg/ml per CD45.1-PE.

*Solució de lisi d’eritròcits (100 ml): 830 mg NH4Cl

100 mg CO3HK

37,2 mg EDTA Na2

enrasar fins a 100 ml amb H20dd

ajustar pH 7.2-7.4

10.2. Anàlisi de les mostres per citometria de flux

Per l’anàlisi de les mostres es va utilitzar un citòmetre de flux FACScalibur (Becton

Dickinson) amb dos làsers refrigerats per aire, un d’argó, sincronitzat a 488 nm, i un d’heli-

neó (diode vermell), sincronitzat a 635 nm. Prèviament a l’anàlisi de la mostra es calibrava

l’aparell amb fluoresferes calibrite (Becton Dickinson) per testar l’alineació d’ambdos làsers.

Es varen determinar 6 paràmetres d’adquisició: FS ( forward scatter) i SS (side

scatter); i els detectors de fluorescència: FL-1 (530 nm), FL-2 (585 nm), FL-3 (650 nm) i FL-

4 (660 nm). Els tres primers fotomultiplicadors recullen els fotons emesos per l’excitació del

làser d’argó (blau) i FL-4 recull els fotons emesos per l’excitació del làser vermell.

10.3. Valoració de les dades citomètriques

La valoració de les dades es feia a posteriori a partir dels lismodes generats.

Cada usuari estableix un protocol d’adquisició de mostra on escull i combina els paràmetres

que vol analitzar. Les dades obtingudes de cada mostra es reflecteixen en histogrames

uniparamètrics o biparamètrics:
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1. els histogrames uniparamètrics mostren la distribució de freqüències de la

població   cel·lular analitzada respecte al paràmetre analitzat (FS, SS, FL-1,

etc).

2 .  els histogrames biparamètrics informen de la relació entre dues variables

determinades.

Es varen utilitzar histogrames biparamètrics els quals ens permetien correlacionar 2

paràmetres dels 6 analitzats. Es va utilitzar el següent protocol d’anàlisi seqüencial:

1. En primer lloc, es varen combinar els paràmetres FS i SS per poder definir la

població cel·lular, descartar el soroll de fons (altres partícules en suspensió

que per mida-segons els paràmetres FS-SS- representen cèl·lules mortes,

detritus o altres) i definir la finestra d’anàlisi (Fig.12.i).

2. Seguidament es varen discriminar les cèl·lules vives de les mortes, ja que les

últimes incorporen 7-AAD (Fig.12.ii).

3. Es va utilitzar un tercer histograma d’anàlisi (Fig.12.iii) per tal de separar les

cèl·lules CD45 positives, ja fossin CD45.1 o CD45.2, del resta de les cèl·lules

(CD45-), majoritàriament eritròcits, eritroblastes i reticulòcits, resistents a la

lisi amb clorur d’amoni.

4. El següent histograma (Fig.12.iv) ens mostra el total de les cèl·lules CD45,

per tant, a partir d’aquesta població serem capaços de determinar l’empelt

hemopoètic ja que les cèl·lules del donant són CD45.1+ i les del receptor

CD45.2+.

5. L’últim histograma (Fig.12.v) representa les cèl·lules de l’empelt (CD45.1+)

que expressen EGFP.

En tots els casos, prèviament a l’anàlisi de la mostra problema, es varen utilitzar els

controls isotípics corresponents per tal de poder diferenciar la població positiva que expressa

l’antigen que s’estudia de la negativa, que pot tenir certa unió inespecífica a l’anticòs.

Totes les anàlisis citomètriques es van fer amb un mínim de 50.000 “events”. Només

en els casos on l’empelt hemopoètic era inferior a l’1% s’analitzaren un mínim de 100.000

“events” per donar més validesa al resultat obtingut.
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Fig.12. Exemple d’una anàlisi per citometria de flux de l’empelt (iv) a llarg termini i del percentatge de

cèl·lules EGFP+ (v) de l’empelt a MO d’un ratolí que fou irradiat amb 6 Gy i trasplantat amb 0,5 × 106

cèl·lules transduïdes d’un donant CD45.1+.

i) ii)

iii) iv)

v)

17,3%

69,2%
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11. Estudi de l’empelt hemopoètic

A. Trasplantament de 0,5x106 cèl·lules (manipulades i no manipulades) per ratolí

Per estudiar l’empelt hemopoètic, tant a curt com a llarg termini, es va utilitzar

l’assaig de repoblació hemopoètica, que contempla els següents passos (Fig.13):

1) Acondicionament o no dels receptors mitjançant irradiació.

Els ratolins receptors (C57BL/6J) van ser acondicionats, 24 hores abans de ser

trasplantats, mitjançant dosis creixents entre 0 i 900 cGy (amb intervals de 100 cGy) d’ICT.

La taxa de dosi utilitzada en tots els casos fou de 50 cGy/min.

 

2) Trasplantament dels receptors.

Les cèl·lules per trasplantar, transduïdes o no, es van diluir en 200 µl de PBS per

ratolí. Tant si les cèl·lules que s’injectaven havien estat manipulades com no, van ser

incubades prèviament amb 10 UI d’ADNasa (Sigma), durant 10 minuts a 37oC.

En el grup de ratolins irradiats amb la dosi més alta (900 cGy), com a controls

d’irradiació, es van utilitzar ratolins irradiats i injectats intravenosament amb 200 µl de PBS

(sense cèl·lules). La mort d’aquests ratolins, entre els dies +7 a +30 post-irradiació, indicava

la impossibilitat de reconstitució hemopoètica endògena.

De manera general es van injectar 5 receptors per cada grup a analitzar.

El trasplantament de les cèl·lules hemopoètiques es va realitzar mitjançant injecció

intravenosa en les venes de la cua dels ratolins. Per afavorir la punció, les venes van ser

prèviament dilatades mitjançant l'escalfament de la cua amb aigua a 37 ºC.

El trasplantament realitzat era singènic, és a dir, els ratolins donants i els receptors

tenien els mateixos antígens MHC, amb la qual cosa no hi ha problemes de rebuig

immunològic.

Després del trasplantament els ratolins van ser estabulats en condicions estèrils i

periòdicament es va controlar el nombre de ratolins que sobrevivien fins els 30 dies post-

irradiació.
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3) Anàlisi de l’empelt a curt termini (40 dies)

Als 40 dies post-trasplantament es va procedir a l’extracció d’una gota de sang

(aproximadament 50 µl) mitjançant una petita incisió a la cua dels diferents ratolins receptors

trasplantats. El volum de sang obtingut (contenia aproximadament 5 × 105 cèl·lules)  es va

resuspendre en 400 µl de PBS. Posteriorment es va procedir a la realització de la tinció per

immunofluorescència, segons el descrit a l’apartat 9.1, per quantificar, mitjançant citometria de

flux, la presència de les CMN del donant (CD45.1, revelades com PE+) a la SP dels ratolins

receptors (CD45.2, revelada com APC+).

 Als ratolins trasplantats amb cèl.lules transduïdes, es va analitzar la presència de

cèl·lules del donant juntament amb el percentatge de cèl.lules EGFP+. Com a control de

transducció es va utilitzar la SP dels ratolins trasplantats amb cèl·lules del MO incubades amb

medi sense retrovirus.

4) Anàlisi de l’empelt a llarg termini (22 setmanes)

Transcorregudes 22 setmanes des del trasplantament, els receptors es van sacrificar i es

va analitzar la presència de cèl·lules del donant en el MO, melsa i SP d’aquests ratolins.

Les mostres de SP es van obtenir per punció cardíaca i les mostres de MO i melsa

s’obtingueren, segons els apartats 3 i 5, respectivament. Es realitzà l’immunofluorescència per

analitzar la presència dels marcadors de membrana CD45.1 (revelat com a PE+) i CD45.2

(revelat com a APC+) en combinació amb l’expressió d’EGFP, en els grups de ratolins

trasplantats amb cèl·lules transduïdes. La lectura es va fer per citometria de flux.

Com a control de transducció, en els grups de ratolins trasplantats amb cèl·lules

transduïdes, es van utilitzar cèl·lules de SP, MO i melsa dels ratolins trasplantats amb cèl·lules

no transduïdes.

B. Trasplantament de 5 × 106 cèl·lules manipulades per ratolí.

Les cèl·lules per trasplantar, recollides en el dia +4 del cultiu, es van diluir de manera

que el nombre total de cèl·lules a injectar quedés resuspés en 500 µl de PBS. Aquest va ser el

volum injectat a cada ratolí. Per cada ratolí s’afegia 5 UI d’heparina sòdica (Laboratorios

Farmacéuticos ORBI, S.A., Madrid, España) i prèviament a l’injecció s’incubava amb

ADNasa, durant 10 minuts a 37oC, a raó de 40 UI d’ADNasa/ratolí.



Material i Mètodes

81

Es van injectar 3 receptors per cada grup (sempre que les condicions experimentals no

ho impedien) i es va analitzar l’empelt tant a curt com llarg termini així com l’expressió

d’EGFP tal i com s’especifica en l’apartat A d’aquest punt.

5-FU
(150 mg/Kg)

5 dies

Extracció de
moll d’ós de
fémurs i tíbies

Citometria
de flux

Assaig
clonogènic

dia +4
post-cultiu

MO no manipulat MO transduït

      5 × 106   
      0,5 × 106

RECEPTOR
C57BL/6J (CD45.2)

DONANT
B6.SJL (CD45.1)

no irradiats
ICT: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 Gy; 50 cGy/min

24 h post-ICT

22 setm post-TMO
Anàlisi de l’empelt i transducció a llarg termini

(SP, melsa i MO)

40 dies post-TMO
Anàlisi de l’empelt i transducció a curt termini

(SP)

Fig.13. Esquema del disseny experimental utilitzat per l’anàlisi de l’empelt hemopoètic i de la transducció.

    transduït

      no manipulat: 0,5 × 106

TMO
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12. Anàlisi estadística

Es varen utilitzar les següents tècniques estadístiques:

1. Prova de la t d’Student

S’aplicava quan es volia comparar les mitjanes de variables quantitatives entre dos

grups de dades independents. Si la distribució de dades per cada grup no s’ajustava a la

normal, s’utilitzava la prova no paramètrica “U” de Mann-Withney. Quan es comparaven

dues mitjanes dels mateixos individus, es va utilitzar la prova t d’Student per a dades

aparellades.

Es va considerar un resultat estadísticament significatiu quan p<0.05 i quan p>0.05

les diferències no eren estadísticament significatives.

2. Prova de l’anàlisi de la variància (ANOVA d’un factor)

S’aplicava quan es volia comparar més de dos grups de dades independents per una

variable quantitativa. Els grups foren comparats entre ells mitjançant la prova de Tukey quan

l’anàlisi de la variància detectava globalment diferències estadísticament significatives.

Si no es complien els criteris d’aplicació (bàsicament si la distribució de dades per

cada grup no s’ajustava a la normal) s’utilitzava la prova no paramètrica de Kruskal Wallis.

Es va considerar un resultat estadísticament significatiu quan p<0.05 i quan p>0.05

les diferències no eren estadísticament significatives.

3. Prova de Kolmogorov-Smirnov

Per establir l’aplicabilitat de la prova de la t d’Student o de l’anàlisi de la variància,

s’estudiava prèviament la normalitat de les variables mitjançant la prova de Kolmogorov-

Smirnov (186) i l’homogeneïtat de les variàncies amb la prova de Levene.

En tots els casos, l’anàlisi estadística de les dades es va fer mitjançant el programa

informàtic SigmaStat 2.03 (SPSS Inc) i els gràfics amb el programa informàtic SigmaPlot

4.01 (SPSSInc).
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1. Obtenció i caracterització d’una línia cel·lular productora de retrovirus ecotròpics

(NX-E/EGFP)

1.1. Generació de la línia productora NX-E/EGFP

Prèviament, al nostre laboratori ja disposàvem del vector retrovíric SF-EGFP, basat

en el FMEV, que s’havia desenvolupat dins d’un projecte finançat (CYCIT-SAF 96/0130).

El vector FMEV (187) es va obtenir del grup d’Ostertag (HPI, Hamburg). Vàrem

utilitzar el vector híbrid FMEV (SFFV/MESV) perquè estava demostrat que aquest constructe

augmentava l’expressió del transgen en progenitors hemopoètics mieloides i a la cèl·lula mare

hemopoètica (11, 131, 158). El provirus integrat contenia la seqüència leader de MESV i a

l’extrem 5’ una versió modificada LTR de SFFV. Aquest LTR es va dissenyar per minimitzar

la possibilitat de recombinació del provirus i reduir el risc de produir virus salvatges (Fig.14).

Fig.14.  Forma proviral del vector  SF-EGFP després de la integració del retrovirus

al genoma cel·lular (SFFV, polycythemic strain of the spleen focus forming virus;

MESV, murine embryonic stem cell virus; LTR, long terminal repeat).

Per obtenir la línia cel·lular ecotròpica es va partir de la línia empaquetadora NX-E,

derivada de la línia cel·lular humana 293 (cèl·lules epitelials de ronyó embrionari). Amb el

sobrenadant de la línia cel·lular productora pseudotipada PG13/EGFP7, creada al nostre

laboratori, es varen infectar les cèl·lules NX-E. Posteriorment, per obtenir les cèl·lules NX-E

que expressaven el gen marcador EGFP es va utilitzar el dispositiu d’“autoclon” del citòmetre

de flux. Amb aquest sistema va ser possible seleccionar i recollir cèl·lules NX-E EGFP+

individualment (clons) en plaques de cultiu de 96 pous.

3’ LTR

EGFP

5’U3 leader

MESVSFFV

SF-EGFP
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Es va fer un seguiment dels 87 clons que creixeren a les plaques de cultiu mitjançant

l’anàlisi al microscopi òptic de fluorescència dels clons per tal de poder diferenciar els que

emetien fluorescència verda dels clons negatius, que es varen descartar.

Després d’aquest primer cribratge es varen analitzar els 50 clons EGFP+ positius

presents a la placa de cultiu. Per això es van recollir 100 µl de sobrenadant de cada clon, es

varen infectar les cèl·lules diana NIH/3T3 i es va analitzar l’eficiència de transducció de cada

clon per citometria de flux. Per a poder comparar l’eficiència de transducció de cada clon

calia que quan es recollís el sobrenadant dels diferents clons, aquests fossin tots en el mateix

estadi de creixement, proper al 100 % de confluència.

Després de testar els 50 sobrenadants, el clon que va mostrar el títol víric més elevat

va ésser seleccionat pels posteriors experiments i anomenat NX-E/EGFP.

Fig.15. Esquema de l’estratègia utilitzada per la creació de la línia productora NX-E/EGFP.

         determinació clon amb títol més alt

separador cel·lular
(“autoclon”)

transducció

NX-E

empaquetadora
ecotròpica

PG13/EGFP7

 pseudotipada
(GALV)

    creixement dels clons

citometria de flux

clon
seleccionat

(s.n. filtrat 0.45 µm)

transducció cèls NIH/3T3 amb s.n. dels clons

EGFP+
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1.2. Caracterització de la línia productora NX-E/EGFP

1.2.1. Estudi de l’efecte de diferents variables en l’eficiència de transducció de

cèl·lules NIH/3T3 per les línies productores de retrovirus: NX-E/EGFP i

PA317/EGFP

Tenint en compte que la incorporació del fragment CH-296 de la fibronectina

recombinant humana en els protocols de transducció retroviral augmentava considerablement

l’entrada dels virus a la cèl·lula (ja que s’afavoria la co-localització de les partícules víriques

amb les cèl·lules diana tal i com s’ha comentat a l’apartat 10 de l’Introducció) i, en segon lloc,

observant al laboratori que també es donava el mateix efecte quan se centrifugaven les

plaques de cultiu una vegada afegits els sobrenadants vírics; prèviament a la titulació del clon

NX-E/EGFP; es va voler estudiar la influència d’aquests factors en la millora de la

transducció mitjançant retrovirus.

S’escolliren dues línies productores de retrovirus creades al laboratori. Ambdues

contenien el gen marcador EGFP, la línia amfotròpica PA317/EGFP1 i la línia ecotròpica en

qüestió, la NX-E/EGFP.

Com a cèl·lules diana es varen utilitzar els fibroblasts murins NIH/3T3, que eren

sensibles a la infecció tant per retrovirus ecotròpics com amfotròpics. En tots els casos, es

varen cultivar 20.000 cèl·lules NIH/3T3 en plaques de cultiu de 12 pous i es varen sotmetre a

4 protocols de transducció que tansols es diferenciaven en:

i) Afegir sulfat de protamina (SP) 4 µg/ml.

ii) Afegir SP (4 µg/ml) i centrifugar la placa de cultiu (1800 rpm, 33 ºC, 90

minuts).

iii) Afegir SP (4 µg/ml) i pre-tractar la superfície de cultiu amb CH-296 (4

µg/cm2) i

iv) Afegir SP (4 µg/ml), centrifugar la placa de cultiu (1800 rpm, 33 ºC, 90

minuts) i pre-tractar la superfície de cultiu amb CH-296 (4 µg/cm2).
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Vint-i-quatre hores després es varen infectar les cèl·lules amb diferents volums de

sobrenadant (5, 10, 25, 50, 200, 400, 800 i 1000 µl), filtrat a través d’un filtre de 0,45 µm, de

la línia productora i 48 hores després del cicle d’infecció es procedí a la lectura per citometria

de flux del percentatge de cèl·lules EGFP+. Es varen realitzar triplicats per cada protocol de

transducció i per cada una de les línies productores.

En ambdós grups d’experiments, és a dir, tant si s’utilitzava la línia productora

amfotròpica PA317/EGFP1 com l’ecotròpica NX-E/EGFP, els resultats obtinguts, quan a

percentatge de cèl·lules diana NIH/3T3 transduïdes amb els quatre protocols de transducció,

eren equivalents (Fig.16). Així doncs, s’escollí el protocol de transducció més senzill i barat,

afegir sulfat de protamina 4 µg/ml, per a la titulació de la línia NX-E/EGFP.
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Fig.16. Percentatge de cèl·lules NIH/3T3 EGFP+
 quantificades per citometria de flux 48 hores després

de la transducció amb diferents volums de sobrenedant (s.n.) de la línia NX-E/EGFP (a) i PA317/EGFP

1 (b) i segons diferents protocols de transducció. S'indica la mediana i el rang per cada volum de s.n. (n

= 5) de cada protocol de transducció.
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Per l’experiment de titulació de la línia NX-E/EGFP es varen utilitzar les cèl·lules

fibroblàstiques murines NIH/3T3 com a cèl·lules diana. Es varen infectar 20.000 cèl·lules

NIH/3T3 amb els volums: 0, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 400, 500, 800 i 1000 µl de

sobrenadant filtrat (0.45 µm) de la línia productora. En tots els casos es fa afegir 4 µg/ml de

sulfat de protamina.

La determinació del número de partícules víriques infectives per unitat de volum (títol

víric) es va calcular a partir dels resultats observats a la part lineal (sensible) de la corba de

titulació, d’acord amb la fórmula següent:

Títol víric = 
)(

)(%

ltsobrenadanvolum

absoluttítolEGFPdianacèlsnum

µ

+×∗

      (* cèl·lules diana presents en el moment de la transducció)

Fig. 17. Corba de titulació de la línia productora NX-E/EGFP sobre les cèl·lules NIH/3T3. S'Indica la

mitjana i l'error estàndard per cada volum de s.n. (n = 10).
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1.2.2. Determinació del títol víric de la línia NX-E/EGFP



Resultats

91

El títol víric de la línia NX-E/EGFP (n=13) oscil·lava entre 0,5 i 2 × 106 partícules

víriques infectives × ml-1.

La línia es va mantenir en cultiu durant 2 mesos. En aquest període no s’observà

pèrdua de l’expressió d’EGFP ni pèrdua del títol víric per la qual cosa es confirmà l’estabilitat

de la línia. A més, tampoc s’observà disminució del títol víric durant el temps de durada del

treball experimental (3 anys).

 Fig.18.  Foto al  microscopi de fluorescència de la línia productora NX-E/EGFP (llum UV, 400 ×).
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1.3. Estudi de la integració del vector SF-EGFP a la línia cel·lular productora.

Determinació del número de còpies del provirus presents al genoma de la línia NX-

E/EGFP.

Per finalitzar amb la caracterització de la línia productora NX-E/EGFP (provinent

d'un clon únic) es va estudiar:

i) La integritat del provirus (si el vector estava correctament integrat al genoma

cel·lular).

ii) El número de còpies del vector presents a l’ADN de les cèl·lules productores.

L’anàlisi es va fer mitjançant Southern blot seguint el protocol especificat a l'apartat

8.3 de Material i Mètodes. Per l'estudi de la integritat del provirus utilitzarem l'enzim de

restricció Asp 718, que reconeix una seqüència diana present dins les regions LTR del vector

(per tant, talla 2 vegades dins del provirus); i, per l'estudi del número de còpies, l'enzim

BamHI, que reconeix una diana única dins la seqüència del provirus (Fig.19.A).

Utilitzant el primer enzim es podria contestar la primera de les preguntes (i) i dels

resultats obtinguts a partir de l’activitat de BamHI, es coneixeria el número de vegades que el

vector s’havia integrat al genoma de les cèl·lules productores.

Com a control negatiu, es va fer el mateix procés, però per a la línia empaquetadora

NX-E, que no contenia el provirus al seu genoma.

El resultat de la hibridació de l'ADN de la línia NX-E/EGFP i de la línia control (NX-

E) digerit amb l'enzim Asp 718 amb una sonda radioactiva del gen EGFP (Fig.19.B.1) va

mostrar una banda específica de la mida esperada (2,5 Kb), indicant la integritat del provirus.

Pel que fa a les digestions amb l'enzim BamHI, la sonda va hibridar específicament amb dues

bandes de diferent tamany (Fig.19.B.2), indicant la presència de dues còpies del provirus

integrades a l'ADN de les cèl·lules productores.
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Fig.19. Anàlisi per Southern blot de la línia cel·lular productora NX-E/EGFP. L’ADN genòmic de la

línia cel·lular NX-E/EGFP fou digerit amb BamHI i Asp 718. Com a control negatiu es digerí l’ADN

de la línia empaquetadora NX-E.
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2. Optimització d’un protocol de transducció de cèl·lules de MO murines

2.1. Estudi de la influència del SP, la centrifugació de les plaques de cultiu i el

fragment CH-296 en l’eficiència de transducció de cèl·lules hemopoètiques

murines

Per estudiar la influència del SP, la centrifugació de les plaques de cultiu i el fragment

CH-296 en la millora de l’eficiència de transducció de les cèl·lules hemopoètiques murines, es

varen transduir les cèl·lules del MO amb tres protocols de transducció que només es

diferenciaven en:

a) afegir SP (4 µg/ml) i centrifugar les plaques de cultiu (1800 rpm, 33 ºC, 90

minuts),

b) afegir SP (4 µg/ml) i  pre-tractar la superfície de la placa de cultiu amb CH-296 (4

µg/cm2) i

c) afegir SP (4 µg/ml), pre-tractar la superfície de la placa de cultiu amb CH-296   (4

µg/cm2) i centrifugar les plaques de cultiu (1800 rpm, 33 ºC, 90 minuts).

En tots els casos es varen transduir les cèl·lules del MO segons el protocol que es

detalla més endavant (apartat 2.3 de resultats). Quaranta vuit hores després de l’últim cicle es

va quantificar per citometria de flux el percentatge de cèl·lules del MO que expressaven

EGFP. Com a control negatiu de la transducció, en cadascun dels casos, es varen cultivar

cèl·lules del MO en les mateixes condicions que les cèl·lules que serien transduïdes però no es

varen sotmetre als cicles d’infecció amb retrovirus.

Tal i com s'observa a la taula 6, quan s'afegia SP, CH-296 i se centrifugaven les

plaques de cultiu s'obtenia un percentatge de cèl·lules del MO transduïdes més elevat que en

els altres protocols (Fig.20). No obstant, les diferències només varen ser estadísticament

significatives entre els protocols a i b (p = 0.001), i entre els protocols a i c (p < 0.001).



Resultats

95

Protocol de transducció n % EGFP+

SP i centrifugació (a) 3 23.1 ± 9.4

SP i CH-296 (b) 3 69.5 ± 9.3

SP, CH-296 i centrifugació (c) 3 87.3 ± 3.8

Taula 6. Percentatge de cèl·lules del MO EGFP+ després de ser sotmeses a tres protocols de

transducció diferents. Les dades són la mitjana ± desviació estàndard. La n representa el nombre

d’experiments realitzats per cada protocol.

Fig.20. Percentatge de cèl·lules del MO EGFP+ segons el protocol de transducció utilitzat: SP i

centrifugació de les plaques de cultiu (a), SP i el fragment CH-296 (b) o bé els tres factors: SP,

centrifugació de les plaques i CH-296 (c). S'Indica la mitjana i la desviació estàndard de cada protocol

de transducció (n = 3).
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Segons els resultats obtinguts, el que més augmentava l’eficiència de transducció de

les cèl·lules del MO era el pre-tractament de la superfície de cultiu amb el fragment CH-296.

No obstant, si s’afegia, a més, la centrifugació de les plaques augmentava, encara que no

significativament, el percentatge de cèl·lules del MO transduïdes. Així doncs, tenint en

compte totes les observacions, es va decidir incloure, a més del SP i el pre-tractament amb

CH-296, la centrifugació de les plaques de cultiu, en el protocol de transducció (protocol c,

Taula 6).

2.2. Efecte del període de pre-incubació de les cèl·lules del MO amb citocines en

l’eficiència de transducció

Per determinar el període de pre-incubació òptim, es varen cultivar les cèl·lules del

MO en medi de cultiu (IMDM + 20% FCS), 10% MC WEHI, com a font d’IL-3, i 8%  MC

BHK, com a font d’SCF murí.

Es varen escollir els següents temps d’incubació de les cèl·lules amb els medis

condicionats, abans de l’infecció amb els retrovirus:

i) 0 hores de pre-incubació (protocol 0),

ii) 24 hores de pre-incubació (protocol 1) i

iii) 48 hores de pre-incubació (protocol 2).

Seguidament, en tots tres casos, es varen realitzar dos cicles d’infecció amb el

sobrenadant filtrat de la línia productora NX-E/EGFP, tal i com s’especifica al punt 2.3 de

l’apartat Resultats. El percentatge de cèl·lules del MO EGFP+ va ser determinat per citometria

de flux (Fig.21.A). A més, es varen realitzar cultius clonogènics per tal de conèixer el número

de progenitors murins (CFC) que expressaven el marcador (Fig.21.B).

Com a control negatiu es van utilitzar cèl·lules del MO cultivades durant els mateixos

dies, en condicions equivalents, però no exposades als retrovirus. Amb aquestes cèl·lules es

varen realitzar igualment cultius clonogènics i varen ser analitzades per citometria de flux. De

manera general, la fluorescència inespecífica generada per aquestes cèl·lules no va superar

mai l’1%.

La durada del període de pre-incubació (0, 24 i 48 hores) no va modificar ni el

percentatge de cèl·lules del MO EGFP+, ni el percentatge de progenitors CFC EGFP+

obtinguts per cada protocol. Així doncs, es va decidir adoptar el període de 24 hores de pre-

incubació de les cèl·lules amb citocines.
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Fig.21. Percentatge de cèl·lules del MO EGFP+ (A) i percentatge de CFC EGFP+ (B), segons el període

de pre-incubació de 0 hores (0), 24 hores (1) i 48 hores (2). La N representa el número d’experiments

independents per a cada protocol. La línia horitzontal del "box plot" indica la mediana de la població.

El "box" indica el 50% de la població i entre les patilles (whiskers) mínima i màxima s'inclou el 95%

de la població. El cercle indica un valor extrem.
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A la Fig.22 es representen els histogrames uniparamètrics resultants de l’anàlisi per

citometria de flux d’un experiment representatiu de cèl·lules del MO transduïdes amb la línia

NX-E/EGFP.

A) B)

1 %
EGFP+

48.7%
EGFP+

Cèl.lules
positives

Cèl.lules
negatives

Fig.22. Exemple de dos histogrames uniparamètrics resultants de l’anàlisi per citometria de flux d’una

suspensió de cèl·lules de MO transduïdes amb la línia NX-E/EGFP (A) i el seu corresponent control negatiu de

transducció (B).
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La Figura 23, és una colònia CFU-GM generada a partir de cèl·lules murines del MO

transduïdes amb la línia NX-E/EGFP, analitzada sota llum visible (A) i UV (B) (100 X)
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2.3. Protocol definitiu de transducció de cèl·lules del MO murines

Els resultats obtinguts en els anteriors apartats (2.1 i 2.2) varen ser de gran utilitat pel

desenvolupament del protocol definitiu per a la transducció de les cèl·lules hemopoètiques

murines. El protocol va incloure els següents passos (Fig.24):

1) Administració de 5-FU als ratolins donants i obtenció de les cèl·lules del MO.

Totes les cèl·lules del MO que es van transduir es van obtenir de ratolins B6.SJL-

PtprcaPep3b/BoyJ injectats i.p. amb 150 mg/Kg de 5-FU. Aquest tractament, elimina cèl·lules

en cicle cel·lular i permet l’enriquiment del MO en cèl·lules progenitores més immadures

alhora que indueix la seva entrada en cicle cel·lular, un fet necessari per la integració del

retrovirus. Transcorreguts 5 dies des de la injecció amb 5-FU, els ratolins es sacrificaven i

s’obtenien les cèl·lules del MO tal i com s’especifica a l’apartat 3 de Material i Mètodes.

2) Tractament de les plaques de cultiu amb fibronectina.

Abans de col·locar les cèl·lules, les plaques de cultiu s’incubaven amb el fragment

CH-296 de la fibronectina recombinant humana (RetronectinTM, Takara Shuzo, Co, LTD,

Japan) a raó de 4 µg/cm2, durant 2 hores a temperatura ambient. Seguidament es recollia el

CH-296 restant i es rentava la superfície de la placa de cultiu amb PBS +2% d’albúmina

humana durant 30 minuts a temperatura ambient. Finalment, es feia un últim rentat amb

solució HBSS (Hank’s balanced salt solution) + Hepes 25 mM.

3) Pre-incubació de les cèl·lules del MO amb citocines.

Les cèl·lules del MO es cultivaven en les plaques de cultiu pre-tractades amb CH-296

a una concentració de 1x106 cèl·lules/ml, en medi IMDM + 20% FCS + 10% MC WEHI + 8%

MC BHK, durant 24 hores a 37oC i 5% de CO2 i 100% d’humitat.

4) Cicles d’infecció.

Es realitzaven 2 cicles d’infecció. Després de les 24 hores d’incubació amb les

citocines, el 90% del volum contingut en cada un dels pous es recollia i centrifugava a 1500

rpm durant 5 minuts. Posteriorment, els sediments cel·lulars resultants es resuspenien amb el

sobrenadant retrovíric recollit a partir de la línia cel·lular productora ecotròpica NX-E/EGFP,

es re-col·locaven en els pous corresponents (proporció 1:9) i s’afegia el SP (4 µg/ml).
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A continuació, la placa de cultiu es centrifugava a 1800 rpm durant 90 minuts i a 32
oC. Finalment s’incubava durant 24 hores a 37oC i 5% de CO2  i 100% d’humitat. Aquest

procés corresponia al primer cicle d’infecció. L’endemà es repetia el procés per completar el

segon cicle d’infecció.

L’obtenció d’un sobrenadant ric en retrovirus recombinants requereix que la línia

cel·lular productora estigui creixent en confluència. En aquest moment, el medi de cultiu de la

línia productora se substituïa per medi IMDM + 20% FCS i transcorregudes 24 hores, el seu

sobrenadant (ric amb partícules víriques infectives) es recollia i es filtrava amb un filtre de

0.45 µm per assegurar que estigués lliure de cèl·lules. Finalment, abans d’utilitzar-lo per la

resuspensió de les cèl·lules del MO, es suplementava amb 10% MC WEHI + 8% MC BHK.

Fig.24. Protocol definitu de transducció de cèl·lules del MO murines.
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3. Establiment de la corba de supervivència dels ratolins C57BL/6J post-ICT

Per tal de poder iniciar l’estudi experimental amb la soca de ratolins C57BL/6J calia,

en primer lloc, establir la radiosensibilitat de la soca i determinar-ne la dosi d’irradiació letal

95/30 (DL95/30).

Per això, es varen irradiar diferents grups de 10 ratolins a les següents dosis corporals

totals: 1000, 975, 950, 925, 900, 850 i 760 cGy.

Diàriament es va controlar el nombre de ratolins que sobrevivien fins els 30 dies post-

irradiació. Segons els resultats obtinguts, detallats a la figura 25, el perfil de la corba de

supervivència de la soca C57BL/6J obtingut per les 5 dosis d’irradiació més altes (de 900 a

1000 cGy) és molt similar. Quinze díes post-ICT, amb totes cinc dosis, es va obtenir un

percentatge de supervivència de 0. A més, en totes cinc corbes de supervivència, els ratolins

irradiats varen morir a partir del dia +7 post-irradiació, és a dir, la causa de la mort fou

hematològica i no, intestinal, ja que en aquest cas els ratolins haurien mort abans del dia +5

post-irradiació. També es descartà la mort per causes neurològiques, perquè els ratolins

s’haurien mort poques hores després de la irradiació.

En conclusió, s’escollí com a DL95/30 de la soca C57BL/6J, la dosi d’ICT més baixa

de les dosis compreses entre 900 i 1000, per tant, 900 cGy.
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Fig.25. Corbes de supervivència obtingudes després de la irradiació de diferents grups (n=10) de

ratolins C57BL/6J irradiats a diferents dosis d'ICT.
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4. Evolució de l’expressió d’EGFP in vitro i in vivo

4.1. Expressió d’EGFP a cèl·lules de MO abans del trasplantament (in vitro)

Prèviament al trasplantament dels diferents grups de ratolins irradiats, es va

determinar l’eficiència de transducció en cèl·lules totals i progenitors hemopoètics tipus CFC

en el dia +5 del cultiu. En tots els casos el protocol de transducció fou el mateix, tal i com es

descriu a l’apartat 2.3 dels Resultats.

Es varen realitzar un total de 18 experiments de transducció de cèl·lules del MO, el

resultat dels quals s’observa a la Figura 26. L’eficiència de transducció en cèl·lules totals

(24,2 ± 8,9%) era significativament inferior (p = 0,007) a l’obtingut en els progenitors tipus

CFC (55,1 ± 16,9%).

Com a control negatiu es van utilitzar cèl·lules del MO cultivades en les mateixes

condicions, però que no van ser exposades als retrovirus. Aquestes cèl·lules varen ser

utilitzades com a control negatiu de transducció tant en les anàlisis citomètriques com

clonogèniques i varen ser igualment injectades en els receptors irradiats. De manera general,

la fluorescència inespecífica generada per aquestes cèl·lules no va superar l’1%.
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Fig.26.  Percentatge de cèl·lules de MO total EGFP+ i progenitors EGFP+. La línia horitzontal
del "box plot" indica la mediana de la població (n = 18). El "box" indica el 50% de la població
i entre les patilles (whiskers) mínima i màxima s'inclou el 95% de la població. Els cercles
indiquen els valors extrems. (* = diferència amb significació estadística, p<0.05).
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4.2. Expressió d’EGFP a SP, melsa i MO dels ratolins trasplantats (in vivo)

Quan es determinava per citometria de flux l’expressió d’EGFP a SP, melsa i MO

dels ratolins trasplantats, s’analitzava el percentatge de cèl·lules EGFP+ del total de CMN que

expressaven l’antigen CD45 del donant (CD45.1), tal i com s’explica a l’apartat 10 de

Material i Mètodes.

Als grups de ratolins trasplantats amb 0,5 ×  106 cèl·lules, quan s’analitzà l’expressió

d’EGFP a les CMN de SP dels ratolins 6 setmanes després del trasplantament, s’observà

expressió d’EGFP a tots el ratolins que presentaven empelt (>3 Gy) (Fig.27).

No es varen observar diferències significatives entre els diferents grups d’irradiació

en el percentatge de cèl·lules EGFP+ a la SP dels ratolins empeltats, 6 setmanes després del

trasplantament (Taula 7).

Taula 7. Percentatge de cèl·lules EGFP+ presents a la SP dels ratolins inoculats amb 0,5 × 106

cèl·lules transduïdes, 40 dies post-trasplantament. S’indica el valor individual de cada ratolí i

la mitjana i desviació estàndard (DE) de cada grup d’ICT.

ratolí 9 8 7 6 5 4 3

1 63 80.3 64 61 76.1 46.3 69.4

2 90.5 71.4 63.6 54.9 92.6 88.7 51.9

3 21.5 72.5 70.2 53.9 94.7 66.8

4 38.5 69.4 74.6 83.2 62.7

5 78.1 80.5

mitjana 53.4 74.3 70.5 63.3 87.8 67.5 62.7

DE 30.1 4.6 7.2 13.7 10.2 29.9 9.4

% cèl·lules EGFP a SP (40 dies)

ICT (Gy)
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Fig.27. Percentatge de cèl·lules del MO EGFP+ (cercles grisos) dels diferents experiments individuals

de transducció abans del trasplantament dels diferents grups de ratolins i,  mitjana i error estàrdard del

percentatge de cèl·lules EGFP+ (cercles blaus) a SP dels ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules

transduïdes, 40 dies post-trasplantament.

Als grups de ratolins trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes, quan s’analitzà  el

percentatge de cèl·lules mononuclears EGFP+ a SP, 40 dies post-trasplantament, s’observà un

percentatge equivalent de cèl·lules EGFP+ als ratolins irradiats amb 4 (69,2 ± 13,4%) i 6 (76,4

± 5,8%) Gy.

No obstant, dels 3 ratolins trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes que no foren

condicionats, només un ratolí presentà cèl·lules EGFP+  (53%) a SP 40 dies post-

trasplantament. En el cas dels 2 ratolins irradiats amb 2 Gy que es trasplantaren amb 5 × 106

cèl·lules manipulades, només un ratolí presentà cèl·lules EGFP+ (34,31%) a SP 40 dies post-

trasplantament (Taula 8).
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Taula 8. Percentatge de cèl·lules EGFP+ presents a la SP dels ratolins trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules

transduïdes, 40 dies post-trasplantament. S’indica el valor individual de cada ratolí i la mitjana i DE de

cada grup d’ICT.

Vint-i-dues setmanes post-trasplantament se sacrificaven els ratolins i s’analitzava,

entre altres aspectes, el percentatge de cèl·lules EGFP+ a SP, melsa i MO dels ratolins

trasplantats amb 0,5 × 106 i 5 × 106 cèl·lules (Taules 9 i 10).

 En el cas dels ratolins trasplantats amb 0,5 ×  106 cèl·lules no hi havia diferències

significatives en el percentatge de cèl·lules EGFP+ en els diferents grups de ratolins irradiats

en cap dels tres teixits estudiats: SP, melsa i MO (Taula 9).

A més, tampoc hi havia diferències en el percentatge de cèl·lules que expressaven el

marcador a la SP, melsa i MO per cadascun dels diferents grups d’irradiació (Fig.28.a).

ratolí 6 4 2 0

1 75,7 57,1 34,3 53

2 82,6 67 0 0

3 71 83,6 0

mitjana 76,4 69,2

DE 5,8 13,4

% cèl·lules EGFP a SP (40 dies)

ICT (Gy)
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Taula 9. Percentatge de cèl·lules EGFP+ presents a la SP, melsa i MO dels ratolins inoculats

amb 0,5 ×  106 cèl·lules transduïdes, 22 setmanes post-trasplantament. S’indica el valor

individual de cada ratolí, la mitjana i DE de cada grup d’ICT (n.a., no avaluat).

ratolí 9 8 7 6 5 4 3

1 37 49.8 49.7 13.1 69.1 30.3 71

2 80.4 52.5 73.2 16.2 60.7 75.6 86

3 14.7 81.3 73.2 84.6 59 91

4 11.4 58.2 73 71.5 95

5 71.4 n.a.

mitjana 35.9 62.6 67.3 46.4 62.9 53 85.8

DE 31.8 13.3 11.7 37 5.4 32 10.5

ratolí 9 8 7 6 5 4 3

1 42.4 41.8 47.4 17.6 66.5 22.9 72

2 94 48.7 70.7 21.8 54.2 72.3 93

3 18.5 76.3 76 76.8 58.6 92

4 12.7 56.3 48.7 65.1 96

5 72.9 n.a.

mitjana 41.9 59.2 60.7 45.3 59.7 47.6 88.3

DE 37.1 15 14.8 30 6.2 34.9 11

ratolí 9 8 7 6 5 4 3

1 7.3 50.7 69.2 12 70.4 50 64

2 93.8 50.3 94.4 24 51.8 60.5 69

3 13.6 71.8 72.4 78.6 61.1 89

4 2.9 35 91.8 30.6 92

5 66.6 n.a.

mitjana 29.4 54.9 81.9 36.3 61.1 55.3 78.5

DE 43.2 14.6 13 29.2 9.3 7.4 14.1

% cèl·lules EGFP+ a MO

ICT (Gy)

% cèl·lules EGFP a SP

ICT (Gy)

% cèl·lules EGFP a melsa

ICT (Gy)
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Fig.28. Percentatge de cèl·lules  del MO total EGFP+ in vitro (cercles grisos) i percentatge de cèl·lules

nucleades EGFP+ (mitjana i error estàndard) a SP (cercles verds), melsa (cercles blaus) i MO (cercles

vermells) dels ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 (a) i 5 ×  106 (b) cèl·lules transduïdes, 22 setmanes

post-trasplantament.



Resultats

111

El ratolí no condicionat trasplantat amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes que presentava

un 53% de cèl·lules EGFP+ a SP als 40 dies del trasplantament, no se’n varen detectar 22

setmanes post-trasplantament a cap dels tres teixits hemopoètics perquè a llarg termini es va

perdre l'empelt.

Taula 10. Percentatge de cèl·lules EGFP+ del donant presents a la SP, melsa i MO dels ratolins

trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes, 22 setmanes post-trasplantament. S’indica el valor

individual de cada ratolí, la mitjana i DE de cada grup d’ICT.

ratolí 6 4 2

1 58,2 50,3 83,3

2 68,2 72 0

3 60,6 78,2

mitjana 62,3 66,8

DE 5,2 14,7

ratolí 6 4 2

1 48,4 52,3 90,7

2 58,6 74 0

3 49 72,3

mitjana 52 66,2

DE 5,7 12,1

ratolí 6 4 2

1 72,2 68 76,7

2 76,9 83,2 0

3 73,5 85,2

mitjana 74,2 78,8

DE 2,4 9,4

% cèl·lules EGFP a MO

ICT (Gy)

% cèl·lules EGFP a SP 

ICT (Gy)

% cèl·lules EGFP a melsa

ICT (Gy)
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Els resultats obtinguts a llarg termini en els grups de ratolins transplantats amb 5 ×

106 cèl·lules transduïdes eren equivalents als observats en els diferents grups de ratolins

trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes (Taula 10, Fig.28.b). És a dir, el percentatge

de cèl·lules EGFP+ a SP, melsa i MO dels ratolins irradiats amb 4 Gy era similar al del grup

de ratolins irradiats amb 6 Gy.

Fig.29. Gràfic resum de la mitjana i la DE del percentatge de cèl·lules i progenitors EGFP+ de MO in

vitro (cèls totals i CFC). Igualment, es compara la mitjana del percentatge de cèl·lules EGFP+ dels

diferents grups de ratolins trasplantats amb les dues dosis cel·lulars, presents a SP 40 dies (SPct) i 22

setmanes post-trasplantament (SPlt), a melsa i MO –resultats in vivo-. Les barres en blau indiquen els

resultats referents als ratololins trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes i en lila, els resultats

referents als ratololins trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes.
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5. Estudi de la influència de la manipulació ex vivo, la dosi cel·lular i la irradiació, en

l’empelt de cèl·lules hemopoètiques del MO murines transduïdes amb retrovirus

5.1. Efectes de la transducció retrovírica en la repoblació de ratolins, no irradiats

i irradiats amb diferents dosis d’ICT, trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules del MO

Per poder estudiar els efectes de la transducció retrovírica en la repoblació de ratolins,

en primer lloc, es varen irradiar els receptors amb diferents dosis d'ICT fins arribar a la dosi

letal de 9 Gy, prèviament al trasplantament dels ratolins amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes.

Paral·lelament es va voler estudiar la capacitat d’empelt d’aquestes cèl·lules transduïdes en

ratolins no condicionats i per això s’inclogué un grup de ratolins que no foren irradiats que

també es trasplantaren amb el mateix nombre de cèl·lules.

Per altra banda, es trasplantaren el mateix nombre de grups experimentals amb

cèl·lules fresques per poder comparar els efectes de la transducció versus la no manipulació

en la repoblació de ratolins no irradiats i irradiats a diferents dosis d’ICT.

A cada grup d’irradiació es va analitzar el percentatge de cèl·lules del donant a SP

dels receptors, 40 dies post-trasplantament (empelt a curt termini). A les 22 setmanes post-

trasplantament s’analitzà l’empelt a SP, melsa i MO (empelt a llarg termini).

En tots els casos, es va considerar un resultat d'empelt positiu quan el percentatge de

cèl·lules del donant era superior o igual a 0,1%. En total s’injectaren els següents ratolins per

cada grup experimental:

Tractament ICT (Gy) MO transduït MO no transduït

no condicionament 0 5 5

1 5 5

2 5 4

3 4 5

ICT 4 2 5

5 3 5

6 4 5

7 5 5

8 5 5

9 4 2

Taula 10. Número de ratolins avaluables per grup d’irradiació (ICT) i segons si es

trasplantaren amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes o no transduïdes.
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I. Empelt a curt termini

En el grup de ratolins no condicionats trasplantats amb cèl·lules transduïdes i amb

cèl·lules no transduïdes (fresques), no es varen detectar cèl·lules del donant a la SP de cap

dels ratolins receptors analitzats, 40 dies post-trasplantament.

El nivell d’empelt a curt termini als ratolins condicionats trasplantats amb cèl·lules

fresques va ser sempre superior al detectat als receptors de cèl·lules transduïdes (Taula 11).

No obstant, les diferències només van ser estadísticament significatives en els grups de

ratolins irradiats amb 3, 4, 5, 6 i 8 Gy (Fig.30).

Taula 11. Percentatge de cèl·lules del donant a SP dels receptors irradiats i trasplantats amb 0,5 × 106

cèl·lules fresques o transduïdes, 40 dies post- trasplantament. S’indica el valor individual de cada ratolí

i la mitjana i la DE de cada grup d’ICT.

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1

1 78 60 54.4 20.3 27.3 17 14.8 0.4 0.0

2 75 76 56.6 32 20.9 15 11.8 0.6 0.2

3 62.9 61.6 38.8 32.1 13 12.3 1.4 0.8

4 73.8 58.6 23.6 24.8 17.6 11.8 0.3 0.3

5 65.7 47.2 35.4 16 11.9 12.2 0.3

mitjana 76.5 67.7 55.7 30.0 24.2 14.9 12.6 0.7 0.3

DE 2.1 6.9 5.4 7.8 6.1 2.5 1.3 0.1 0.2

 MO fresc

ICT (Gy)

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1

1 77,6 91,2 53,9 12,3 1,2 4,0 11,4 0,7 0,3
2 57,6 82,0 36,9 12,3 0,6 6,0 2,8 0,2 0,9
3 81,5 73,3 45,2 4,8 7,1 2,1 0,4 0,2
4 85,2 81,4 55,8 29,9 3,3 0,3 0,0
5 83,2 38,2 1,2 0,1

mitjana 75,5 82,2 46,0 14,8 3,0 5 4,9 0,6 0,3

DE 12,3 6,4 8,7 10,7 4,2 1,4 5,7 0,4 0,2

MO transduït

ICT (Gy)
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Fig.30. Percentatge de cèl·lules del donant (mitjana i error estàndard) a SP dels ratolins
receptors trasplantats amb MO transduït (manipulat) i MO fresc (no manipulat), 40 dies
post-trasplantament. (* = diferència amb significació estadística, p<0.05).

II. Empelt a llarg termini

Tampoc s’observà empelt a llarg termini (SP, melsa i MO) en els ratolins no

condicionats, tant si es varen trasplantar amb cèl·lules transduïdes com fresques.

Els nivells d’empelt a SP i melsa 22 setmanes post-trasplantament foren similars als

observats a curt termini. En tots els casos, l’empelt hemopoètic resultà superior als ratolins

trasplantats amb cèl·lules fresques (Taula 12a) encara que només s’apreciaren diferències

estadísticament significatives en els grups de ratolins condicionats amb 3, 4, 5 i 6 Gy (Fig.31).

El nivell d’empelt al MO dels grups de ratolins trasplantats amb cèl·lules transduïdes era més

baix que a la SP i a la melsa i, en tots els casos, l’empelt hemopoètic al MO dels ratolins

trasplantats amb cèl·lules transduïdes resultà inferior als ratolins trasplantats amb cèl·lules

fresques (Taula 12b). No obstant, les diferències significatives s’observaren en els grups

irradiats amb 6, 7 i 8 Gy (Fig.31).
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Taula 12a. Percentatge de cèl·lules del donant a SP, melsa i MO dels receptors irradiats i trasplantats

amb 0,5 × 106 cèl·lules fresques, 22 setmanes post-trasplantament. S’indica el valor individual de cada

ratolí i la mitjana i DE de cada grup d’ICT.

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 90.1 61.3 37.0 42.0 27.8 26.0 5.9 0.1 0.0
2 87.9 69.7 56.4 42.4 32.4 16.3 12.8 1.0 0.7
3 74.8 60.3 29.7 42.5 42.4 14.5 22.0 4.5
4 88.7 69.7 16.2 26.7 27.1 24.5 0.2 0.0
5 89.5 48.6 35.5 18.2 11.2 16.2 0.3

mitjana 89 75.4 42.8 38.7 23.0 18.6 11.0 5.8 0.1

DE 1.5 12.2 12.3 10.8 8.9 12.0 6.7 10.8 1.9

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 89.0 60.5 33.3 30.4 28.6 24.2 6.7 0.3 0.0
2 85.3 70.8 55.3 33.9 30.9 15.7 11.4 0.9 0.9
3 67.2 60.5 22.8 36.3 42.7 12.5 17.8 3.6
4 88.6 59.5 15.4 24.5 30.4 19.6 0.5 0.4
5 60.7 50.5 24.8 16.7 10.0 14.9 0.4

mitjana 87.1 69.6 51.8 25.5 27.4 24.6 13.0 4.9 1.0

DE 2.6 11.5 11.1 7.1 7.4 12.8 4.7 8.6 1.4

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 82.8 32.0 21.1 87.7 11.0 20.7 0.8 0.1 0.0
2 80.7 46.6 53.0 72.6 15.5 4.9 13.4 0.1 0.2
3 77.8 43.2 23.1 34.3 13.8 6.6 43.1 7.9
4 89.0 49.0 14.1 11.7 14.6 1.6 0.1 0.1
5 84.9 39.1 35.8 32.8 5.0 7.3 0.1

mitjana 81.7 66.1 41.1 46.7 21.1 11.8 5.9 10.8 1.7

DE 1.5 25.3 25.3 32.0 11.5 6.8 5.1 21.5 3.5

% cèl·lules del donant a MO

ICT (Gy)

% cèl·lules del donant a SP

ICT (Gy)

% cèl·lules del donant a melsa

ICT (Gy)
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Taula 12b. Percentatge de cèl·lules del donant a SP, melsa i MO dels receptors irradiats i trasplantats

amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes, 22 setmanes post-trasplantament. S’indica el valor individual de

cada ratolí i la mitjana i DE de cada grup d’ICT (n.a., no avaluat).

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 51,6 92,1 36,2 10,2 10,4 8,9 0,4 0,9 0,0
2 64,5 64,2 49,6 16,9 15,0 2,4 0,4 0,1 0,0
3 71,2 53,1 28,2 10,7 13,7 0,7 0,3 0,1
4 93,0 56,3 25,7 18,3 4,8 0,2
5 62,6 n.a. 3,5

mitjana 70,1 65,7 42,2 14,0 13,0 5,6 1,6 1,0 0,0

DE 17,3 15,5 18,8 4,2 2,4 4,6 2,2 0,4 0,0

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 56,2 89,8 36,7 6,2 8,8 8,7 0,3 0,9 0,1
2 64,2 80,0 54,7 16,3 9,4 2,7 1,0 0,1 0,1
3 68,5 58,9 33,4 10,0 11,3 0,6 0,2 0,1
4 90,1 64,1 38,2 15,4 4,6 0,1 0,1
5 74,9 n.a. 3,9 0,1

mitjana 69,8 73,5 48,6 12,0 9,8 5,7 1,6 1,0 0,1

DE 14,5 12,4 19,4 4,7 1,3 4,2 2,0 1,6 0,0

ratolí 9 8 7 6 5 4 3 2 1
1 47,2 57,9 17,3 1,2 1,5 3,5 0,1 0,1 0,1
2 9,0 8,7 23,6 2,8 24,3 2,4 0,1 0,0 0,1
3 16,5 10,1 4,5 1,8 0,0 0,1 0,1 0,0
4 95,0 11,9 19,7 4,3 1,2 0,9 0,1 0,0
5 14,8 n.a. 0,6 0,1

mitjana 41,9 20,7 15,8 2,5 9,0 3 0,3 0,2 0,0

DE 39,1 20,9 7,3 1,3 13,2 0,8 0,4 0,3 0,0

% cèl·lules del donant a melsa

ICT (Gy)

% cèl·lules del donant a MO

ICT (Gy)

% cèl·lules del donant a SP

ICT (Gy)
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Fig.31. Percentatge de cèl·lules del donant (mitjana i DE) a SP (i), melsa (ii) i MO (iii) en els
diferents grups de ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules de MO fresc i 0,5 × 106 cèl·lules
de MO transduït, 22 setmanes pòst-trasplantament. (* = diferència amb significació
estadística, p<0.05).
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5.1.1. Efectes de la transducció retrovírica en la repoblació hemopoètica de ratolins

condicionats amb una dosi de  4 Gy

Es va incloure un grup de 5 ratolins irradiats amb 4 Gy d’ICT, trasplantats amb 0,5 ×

106 cèl·lules de MO cultivades durant 4 dies i sotmeses al mateix protocol de transducció,

però exposades durant els dos cicles d’infecció al sobrenadant de la línia empaquetadora NX-

E (mock transduction). L’objectiu d’aquest experiment era discriminar l’efecte dels vectors

retrovírics sobre les cèl·lules de MO, en la repoblació de ratolins condicionats.

A la Figura 32, s’observa el percentatge de cèl·lules del donant a SP dels receptors en

els grups de ratolins irradiats amb 4Gy que foren trasplantats amb cèl·lules no manipulades

(14.4 ± 2.5%), transduïdes amb el sobrenadant de la línia productora NX-E/EGFP (5.0 ±

1.4%) i transduïdes amb el sobrenadant de la línia empaquetadora NX-E (9.6 ± 7.0%). El

nivell d’empelt a curt termini en el grup de ratolins trasplantats amb cèl·lules no manipulades

resultà superior al de la resta de grups. No obstant, només s’observaren diferències

estadísticament significatives entre els ratolins trasplantats amb MO fresc o no manipulat

respecte els trasplantats amb cèl·lules transduïdes amb la línia NX-E/EGFP (p = 0.004).

Fig.32. Percentatge de cèl·lules del donant a SP dels receptors irradiats amb 4 Gy d’ICT trasplantats

amb cèl·lules no manipulades, transduïdes amb el s.n. de la línia NX-E i amb el s.n. de la línia NX-

E/EGFP, 40 dies post-trasplantament. Cada cercle representa el resultat d’un ratolí. La línia horitzontal

representa la mitjana de les dades.
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Tal i com s’observa a la Figura 33, vint-i-dues setmanes post-trasplantament es va

analitzar el percentatge de cèl·lules del donant a SP, melsa i MO de cada grup de ratolins.

Els resultats d’empelt a llarg termini a SP foren equivalents als observats a curt termini.

És a dir, el nivell de quimerisme al grup de ratolins trasplantats amb cèl·lules fresques (24.6 ±

11.9 %) resultà significativament superior (p = 0.037) a l’obtingut al grup de ratolins

trasplantats amb cèl·lules transduïdes amb la línia NX-E/EGFP (5.6 ± 4.6%). No obstant, no

s’apreciaren diferències estadísticament significatives en el nivell d’empelt a melsa i MO entre

els tres grups de ratolins (Taula 13).

Taula 13. Percentatge de cèl·lules del donant a curt [SP(ct)] i llarg termini [SP(lt), melsa(lt) i MO(lt)] als

receptors irradiats amb 4 Gy, trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules no manipulades o bé exposades al s.n.

de les línies NX-E/EGFP i NX-E. Es representa la mitjana i la DE dels valors observats a cada grup

experimental.

GRUP mitjana DE mitjana DE mitjana DE mitjana DE

mo manipulat 14,4 2,5 24,6 11,9 24,6 12,8 11,8 6,8

NX-E 9,6 7 8,7 6,7 10,9 9 8,7 9,6

NX-E/EGFP 5 1,4 5,6 4,6 5,7 4,2 3 0,8

SP (lt) melsa (lt) MO (lt)                              SP (ct)
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Fig.33. Percentatge de cèl·lules del donant a SP, melsa i MO dels receptors irradiats amb 4 Gy, 22

setmanes post-trasplantament. Cada cercle negre representa el resultat d’un ratolí. La línia horitzontal

indica la mitjana de les dades.
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5.2. Efectes de la dosi de cèl·lules trasplantades en la repoblació hemopoètica de ratolins

irradiats amb dosis subletals d'ICT

Degut al baix percentatge de cèl·lules del donant, tant a curt com a llarg termini, que

s’obtenia quan s’analitzaven els ratolins receptors irradiats a baixes dosis d’ICT trasplantats

amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes; es va voler estudiar si el fet d’augmentar el número de

cèl·lules transduïdes que s’inoculaven als ratolins augmentaria els resultats d’empelt, tant en

els grups de ratolins irradiats a baixes dosis d’ICT com en els ratolins no irradiats.

Basant-nos en estudis similars presents a la literatura, es va augmentar fins a 5 × 106

(10 vegades) el número de cèl·lules transduïdes que es trasplantava per receptor. Així doncs,

es varen trasplantar 4 nous grups. Un amb ratolins no condicionats i 3 d’irradiats amb 2, 4 i 6

Gy. S’inocularen 3 ratolins per grup i a cada un s’analitzà l’empelt a curt i a llarg termini.

I. Empelt a curt termini

A la Figura 34, es pot observar el percentatge de cèl·lules del donant a SP 40 dies post-

trasplantament en els diferents grups de ratolins inoculats amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes i

es compara amb ratolins inoculats amb  0,5 × 106 cèl·lules.

Fig.34. Percentatge de cèl·lules del donant (mitjana i error estàndard) a SP dels ratolins receptors de 5 ×

106 i 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes. (* = diferència amb significació estadística, p<0.05).
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Quan es va augmentar 10 vegades el número de cèl·lules transduïdes inoculades per

ratolí s’aconseguí detectar, a curt termini, cèl·lules del donant (0.5 ± 0.5%) a la SP dels

receptors no condicionats.

Tal i com s’observa a la Taula 14, en tots els grups de ratolins el percentatge d’empelt

a curt termini resultà significativament superior en els ratolins trasplantats amb 5 × 106

cèl·lules transduïdes que en els trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules.

ICT (Gy) 0,5 × 106  cèls 5 × 106  cèls p

0 0 0.5 ± 0.5 <0.05

2 0.6 ± 0.5 4.5 <0.05

4 5 ± 1.4 25.9 ± 3.2 <0.05

6 14.8 ± 10.7 61.3 ± 6.8 <0.05

     Taula 14. Percentatge de cèl·lules del donant a SP dels ratolins receptors 40 dies

      després del trasplantament. Els valors representen la mitjana  ± DE dels ratolins

      analitzats per cada grup d’ICT.
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ratolí 6 4 2

1 46,3 18,9 5,8

2 63,2 29 5,9

3 49,6 23,6 n.a

mitjana 53 23,8 5,9

DE 8,9 5 0,1

ratolí 6 4 2

1 53,6 27,1 5,8

2 64,9 22,4 5,1

3 60,6 24,1 n.a

mitjana 59,7 24,5 5,4

DE 5,7 2,4 0,5

ratolí 6 4 2

1 35,2 28,2 1,8

2 31,1 19,5 1,5

3 32,4 21,3 n.a

mitjana 32,9 23 1,6

DE 2,1 4,6 0,2

% cèl·lules donant a MO

ICT (Gy)

% cèl·lules donant a SP 

ICT (Gy)

% cèl·lules donant a melsa

ICT (Gy)

II. Empelt a llarg termini

Els resultats obtinguts de l’anàlisi de l’empelt a llarg termini a SP, melsa i MO, en els

diferents grups de ratolins trasplantats amb 5 × 106 de cèl·lules transduïdes queden detallats a

la taula següent:

Taula 15. Percentatge de cèl·lules del donant a SP, melsa i MO dels receptors trasplantats amb 5 × 106

cèl·lules transduïdes, 22 setmanes post-trasplantament. S’indica el valor individual de cada ratolí i la

mitjana i DE de cada grup d’ICT (n.a., no avaluat).
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Fig. 35. Empelt a llarg termini a SP, melsa i MO als ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 i 5 ×  106

cèl·lules transduïdes (* = diferència amb significació estadística; p < 0,05).
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Tal i com s’evidencia a la Figura 35 , el percentatge de cèl·lules del donant sempre va

ser significativament superior en els grups de ratolins trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules

transduïdes respecte als trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes, independentment del

grup d’irradiació i del teixit analitzat (SP, melsa i MO).

No obstant, igual que en el cas dels ratolins no condicionats trasplantats amb 0,5 × 106

cèl·lules, els ratolins receptors no condicionats inoculats amb 5 × 106 cèl·lules tampoc

presentaren cèl·lules del donant a SP, melsa i  MO, 22 setmanes post-trasplantament.

Taula 16. Representació de l’augment mitjà de l’empelt a llarg termini  (ratio) en els diferents grups

d’ICT i teixits hemopoètics quan els ratolins receptors s’inocularen amb 5 × 106 (5) cèl·lules

transduïdes respecte als mateixos grups trasplantats amb 0,5 × 106  (0,5) cèl·lules.

ICT (Gy) 0,5 5 ratio 0,5 5 ratio 0,5 5 ratio

2 1 5.9 5.9 1 5.4 5.4 0.2 1.6 8

4 5.6 23.8 4.3 5.7 24.5 4.3 3 23 7.7

6 14 53 3.8 12 59.7 5 2.5 32.9 13.2

   SP                                                melsa                                               MO
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5.3. Relació entre la dosi d'ICT (Gy) administrada i l'empelt aconseguit en ratolins

trasplantats amb 0,5 × 106 o 5 ×  106 cèl·lules transduïdes o 0,5 × 106 cèl·lules no

transduïdes.

Per avaluar la linealitat (o dosi-dependència) de l'irradiació sobre l'empelt, tant a curt

com a llarg termini, de les cèl·lules del donant (transduïdes o no i en ambdues dosis de

cèl·lules trasplantades) es va estudiar la relació entre les 2 variables pels tres grups

experimentals: els ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes, 0,5 × 106 cèl·lules

fresques o 5 × 106 cèl·lules transduïdes.  Per estudiar la relació entre l'empelt a llarg termini i

la dosi d'ICT administrada es va construir la gràfica amb el total de parelles de dades XY

(X=percentatge de cèl·lules del donant; Y=ICT) i es van comparar les rectes de regressió

lineal corresponents als tres grups de ratolins. Mitjançant l'equació y = ax + b es varen

determinar els coeficients de correlació de Pearson (r) de 0,903, 0,935 i 0,801, dels tres grups,

trasplantats amb 0,5 × 106 o 5 × 106 de cèl·lules transduïdes, o amb 0,5 × 106 cèl·lules

fresques, respectivament (Fig.36).

A llarg termini (Fig.37), també es varen comparar les tres rectes de regressió lineal

corresponents als tres grups de ratolins. Els coeficients de correlació de Pearson (r) obtinguts

a SP (Fig.37a) en els grups de ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 o 5 × 106 cèl·lules

transduïdes, o amb 0,5 × 106 cèl·lules fresques foren de 0,929, 0,896 i 0,810, respectivament.

A la melsa (Fig.37a) s’obtingueren uns valors de r de 0,956, 0,984 i 0, 837, en els grups de

ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 o 5 × 106 cèl·lules transduïdes, o amb 0,5 × 106 cèl·lules

fresques, respectivament i a MO (Fig.37b) uns valors de r de 0,903, 0,896 i 0,903, en els

grups de ratolins  trasplantats amb 0,5 × 106 o 5 × 106 cèl·lules transduïdes, o amb 0,5 × 106

cèl·lules fresques, respectivament. El trasplantament de 5 × 106 cèl·lules transduïdes va

resultar en un increment de l'empelt a llarg termini a MO de 10 vegades respecte el

trasplantament de 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes.
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Fig.36. Relació entre la dosi d’ICT (Gy) i el nivell d’empelt (escala log) observada a SP dels grups de

ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes (triangles), 5 × 106 cèl·lules transduïdes

(quadrats) o amb 0,5 × 106 cèl·lules no transduïdes (cercles), 40 dies post-trasplantament. Les

diferències entre els tres grups eren estadísticament significatives (p<0,05).
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Fig.37a. Relació entre la dosi d’ICT (Gy) i el nivell d’empelt (escala log) observada a  SP (i), melsa (ii)

dels grups de ratolins trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes (triangles), 5 × 106  cèl·lules

transduïdes (quadrats) o amb 0,5 × 106 cèl·lules no transduïdes (cercles), 22 setmanes post-

trasplantament. En tots dos teixits hemopoètics (SP, melsa), les diferències entre els tres grups eren

estadísticament significatives (p<0,05).
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Fig.37b. Relació entre la dosi d’ICT (Gy) i el nivell d’empelt (escala log) a MO dels grups de ratolins

trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes (triangles), 5 × 106  cèl·lules transduïdes (quadrats) o

amb 0,5 × 106 cèl·lules no transduïdes (cercles), 22 setmanes post-trasplantament. Les diferències entre

els tres grups eren estadísticament significatives (p<0,05).
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El TCH s’utilitza cada vegada més pel tractament d’algunes malalties malignes i

genètiques del sistema hemopoètic. Per desgràcia, encara existeixen problemes importants en

la seva aplicació, com ara la recurrència de la malignitat en els trasplantaments autòlegs, i la

pèrdua o rebuig de l’empelt i el GVHD en els al·lotrasplantaments. Aquest fet explica l’elevat

número d’estudis experimentals i clínics que s’estan duent a terme en aquest àmbit. Alguns

dels problemes associats al trasplantament estan relacionats amb la naturalesa i intensitat dels

règims preparatius previs al trasplantament. La majoria d’estratègies utilitzades pel

trasplantament autòleg de cèl·lules mare hemopoètiques de MO requereixen tractaments

mieloablatius (quimioteràpia o/i radioteràpia); essent l’ICT a elevades dosis, conjuntament

amb l’administració de fàrmacs quimioteràpics com la ciclofosfamida i el busulfan, el règim

de condicionament més utilitzat per la preparació de l’hoste pel TCH. Els règims de

condicionament són tòxics, mal tolerats i tenen efectes secundaris greus a curt i a llarg

termini. Com a conseqüència la morbiditat i la mortalitat relacionada amb el condicionament

és molt elevada, sobretot en pacients majors de 55 anys o pacients joves que han presentat

toxicitat greu amb la quimioteràpia convencional o que tenen una història prèvia de

trasplantament. Ara bé, els tractaments preparatoris es consideren essencials per vàries raons:

en el cas de malalties malignes, per eliminar les cèl·lules tumorals (de l’hoste), per

immunosuprimir l’hoste i així evitar el rebuig de l’empelt en els TCH al·logènics i per crear

espai físic (“nínxols” hemopoètics) a la cavitat medul·lar de l’hoste, perquè les cèl·lules

trasplantades puguin empeltar. No obstant, en els darrers 20 anys estant apareixent estudis que

han qüestionat el dogma tradicional que és necessària la creació d’espai físic al MO de l’hoste

perquè empeltin les cèl·lules del donant (82, 83, 85, 86).

En aquest treball s’ha estudiat com influencia la mieloablació en l’empelt de

progenitors hemopoètics murins transduïts i s’ha demostrat que el nivell d’empelt de cèl·lules

hemopoètiques transduïdes és clarament depenent de la dosi d’ICT administrada prèviament

al trasplantament. Alhora també s’ha demostrat que les cèl·lules transduïdes amb retrovirus

tenen menys capacitat d’empelt a llarg termini que les cèl·lules no manipulades i que aquest

defecte es pot millorar augmentant el número de cèl·lules trasplantades. Per investigar la

influència de la irradiació en l’empelt de cèl·lules hemopoètiques transduïdes es varen

trasplantar grups de 5 ratolins receptors C57BL/6J (CD45.2) no irradiats i irradiats amb

diferents dosis creixents d’ICT (entre 1 i 9 Gy), amb 0,5 × 106 i 5 × 106 de cèl·lules

transduïdes provinents del MO dels ratolins donants B6.SJL (CD45.1) pre-tractats amb 5-FU.



Discussió

134

Es va analitzar l’empelt a curt (40 dies) i llarg termini (22 setmanes) i el percentatge

de cèl·lules transduïdes de tots els grups experimentals. No es varen observar cèl·lules del

donant a SP, melsa i MO dels ratolins no condicionats. En els grups de ratolins irradiats, el

nivell d’empelt augmentava, tant a curt com a llarg termini, de manera exponencial amb la

dosi d’ICT. Analitzant el percentatge de cèl·lules de l’empelt portadores del transgen es varen

obtenir resultats similars en tots els grups de ratolins analitzats, independentment del nivell

d’empelt i la dosi d’ICT administrada. Aquest fet suggereix que en aquest model experimental

les possibles respostes immunes contra les cèl·lules que expressen el transgen no es

produeixen o no afecten la supervivència in vivo de les cèl·lules transduïdes. A més, el

manteniment durant 22 setmanes dels percentatges de les cèl·lules transduïdes indicava que

probablement aquestes cèl·lules tenen la mateixa capacitat de repoblació a llarg termini que

les cèl·lules no transduïdes. En aquest model murí, s’ha trobat que condicionant els ratolins

amb una dosi d’ICT de només 2 Gy s’aconsegueixen nivells significatius d’empelt (5.9 % de

mitjana de percentatge d’empelt a SP dels ratolins trasplantats amb 5 × 106 de cèl·lules

transduïdes). Aquests resultats tenen moltes i importants implicacions en teràpia gènica,

teràpia cel·lular i en el trasplantament d’òrgans sòlids. Per exemple per la inducció de

tolerància immunològica al donant o a les cèl·lules transduïdes, la qual es podria aconseguir

amb aquests nivells d’empelt hemopoètic estable. Finalment, aquests resultats demostren que

la dosi cel·lular trasplantada i el procés de manipulació ex vivo requerit per transduir les

cèl·lules mare hemopoètiques tenen una enorme influència en l’empelt hemopoètic, tant en

ratolins irradiats letalment com en ratolins no condicionats, observacions que estan d’acord

amb treballs previs (45, 96, 97, 188, 189).

Prèviament a la realització de l’estudi in vivo presentat en aquest treball, es va haver

de desenvolupar un protocol per transduir eficientment progenitors hemopoètics murins. Els

actuals protocols de transferència gènica a cèl·lules mare hemopoètiques persegueixen una

transducció eficient d’aquestes cèl·lules ex vivo i alhora que es preservin les seves

característiques de totipotencialitat i capacitat de repoblació in vivo a llarg termini. En

l’actualitat, els vectors retrovírics són l’alternativa més prometedora ja que s’integren al

material genètic de la cèl·lula infectada. No obstant, per a poder infectar les cèl·lules mare

hemopoètiques mitjançant vectors retrovírics convencionals (basats en el VLMoMu) és

imprescindible l’entrada en cicle de les cèl·lules i la major part de les cèl·lules mare

hemopoètiques murines es troben en fase G0. En el model murí, l’entrada en cicle de les

cèl·lules s’indueix mitjançant el pretractament dels ratolins amb 5-FU (14) i/o la pre-

incubació de les cèl·lules amb diferents combinacions de citocines (44, 45, 51).
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Definir una combinació de factors de creixement que indueixi l’entrada en cicle de les

cèl·lules mare per afavorir la seva transducció, però mantenint la seva funcionalitat, és un pas

indispensable per l’èxit de la transferència gènica mediada per retrovirus al sistema

hemopoètic. Actualment, els retrovirus són els únics vectors utilitzats als protocols clínics

amb cèl·lules hemopoètiques. No obstant, encara que a nivell més experimental han sorgit els

lentivirus com a opció teòricament més òptima per a la transducció de cèl·lules quiescents

(neurones, cèl·lules mare hemopoètiques, hepatòcits) que els oncoretrovirus. L’avantatge

d’utilitzar els lentivirus és que infecten tant les cèl·lules ciclants, en aquesta característica no

es diferenciarien dels altres vectors retrovírics, com les no ciclants. Estudis preliminars

demostren que els vectors basats en el VIH-1 són capaços d’infectar cèl·lules mare

hemopoètiques amb capacitat repobladora a llarg termini (139, 140) (141).

En base a l’experiència que es tenia en la creació de línies productores de retrovirus,

estables, mitjançant les quals s'havia aconseguit transduir eficientment els progenitors

hemopoètics humans amb capacitat de repoblació in vivo (131, 158) (11), es va crear la línia

productora ecotròpica de retrovirus que s’utilitzaria per transduir els progenitors murins.

Estava demostrat que el vector retrovíric que s’utilitzà (vector híbrid FMEV) donava una

expressió del transgen en progenitors hemopoètics mieloides elevada, respecte els vectors

basats en el promotor del VLMoMu. El provirus conté la seqüència leader de MESV (Murine

Embryonic Stem Cell Virus) i una versió modificada de l’LTR del SFFV (Spleen Focus

Forming Virus). Aquest LTR va ser dissenyat per Ostertag i col (187) per minimitzar les

possibilitats de recombinació del provirus i, per tant, el risc de produir virus salvatges i per

augmentar l’expressió del vector en els progenitors hemopoètics (190). Com a gen marcador

es va utilitzar l’EGFP, el qual confereix fluorescència a les cèl·lules que l’expressen quan

aquestes són excitades amb llum UV. D’aquesta manera l’eficiència de la transducció es va

poder determinar d’una manera fàcil i ràpida, per citometria de flux o microscòpia de

fluorescència.

Es va crear una nova línia estable productora de retrovirus ecotròpics, derivada de la

línia cel·lular epitelial de ronyó humà 293, la línia NX-E (cedida per Nolan G,

http://www.stanford.edu/group/nolan/). Es varen transduir les cèl·lules NX-E amb el

sobrenadant de la línia cel·lular productora PG13/EGFP (pseudotipada amb l’env del GALV).

Posteriorment es varen separar clons únics de les cèl·lules infectades mitjançant el dispositiu

d’autoclon del FACS i es va seleccionar el que presentava el títol víric més elevat (2 × 106

partícules víriques infectives × ml-1) (Fig.15, pàgina 86). La línia ecotròpica NX-E/EGFP va

mantenir el títol estable tota la durada dels experiments. A més, el sobrenadant de la línia

productora no contenia virus salvatges segons el Test del Rescat del Marcador assajat sobre

fibroblasts murins NIH/3T3.
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Un dels requeriments principals que ha de presentar una línia productora de retrovirus

perquè sigui acreditat el seu ús en un protocol clínic de teràpia gènica és l’absència de virus

salvatges infectius que es poden crear per recombinació dels gens virals bàsics i la seqüència

ψ del vector. Per a minimitzar el risc de recombinació i posterior formació dels virus helper

s’han generat línies empaquetadores que, en primer lloc, separen els gens virals en 2

plasmidis independents (gag-pol i env) i, en segon lloc, presenten vàries delecions i mutacions

que redueixen l'homologia entre seqüències del vector i dels elements d'empaquetament.

D’aquesta manera, perquè es generin virus helper s’haurien de produir múltiples

recombinacions (116). Finalment, quan es va estudiar per Southern blot la integració del

vector pSF-E a la línia productora NX-E/EGFP, es va demostrar que estava correctament

integrat a l’ADN de les cèl·lules i que hi havia dues còpies del vector per genoma cel·lular

(Fig.19).

El protocol per a la transducció de progenitors hemopoètics utilitzat en els estudis in

vivo d’aquest treball, comprenia, en primer lloc, un enriquiment en progenitors hemopoètics

mitjançant el pre-tractament dels ratolins donants amb 5-FU (14). La fase inicial del protocol

comprenia l’estimulació de les cèl·lules amb medi condicionat de la línia WEHI (IL-3) i

BHK/MKL (SCF), per afavorir l’entrada en cicle de les cèl·lules mare murines. Es va avaluar

l’efecte del període d’incubació (0, 24 i 48 hores) de les cèl·lules de MO en l’eficiència de

transducció in vitro del total de les cèl·lules hemopoètiques mononuclears de MO i del

percentatge de progenitors clonogènics (CFC) transduïts. No es varen observar diferències

importants en l’eficiència de transducció quan s’estimulava prèviament a la infecció amb

retrovirus (24 i 48 hores) o no s’estimulava amb citocines (Fig.21), probablement degut a

l’efecte previ del 5-FU. Per raons de coordinació dels experiments de transducció in vitro

(irradiació dels ratolins, preparació del sobrenadant de la línia productora, etc) es va decidir

pre-incubar les cèl·lules 24 hores amb els medis condicionats abans del primer cicle

d’infecció amb retrovirus. A més, es va incloure el fragment CH-296 de la fibronectina

humana en el protocol de transducció de cèl·lules, perquè s’havia demostrat que augmentava

considerablement les possibilitats de contacte entre els virus i les cèl·lules diana ja que

s’afavoria la co-localització de les partícules víriques amb les cèl·lules hemopoètiques que

expressen VLA-4 i VLA-5, humanes (165, 176), murines (51, 191) i de primats no humans

(167, 192); mantenint la capacitat repobladora de les cèl·lules. El contacte entre els retrovirus

i les cèl·lules diana també augmentà quan se centrifugaven les plaques de cultiu, una vegada

afegit el sobrenadant víric (Taula 6, pàgina 95). Finalment, es realitzaven dos cicles d’infecció

amb el sobrenadant de la línia productora (NX-E/EGFP) en dos dies consecutius. Es va

obtenir un protocol molt eficient per a la transducció de progenitors hemopoètics murins

(Fig.24).
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Fins aquest moment no s’ha vist a la literatura cap treball que utilitzi un protocol

basat en la utilització de sobrenedant, que millori el percentatge de transducció de progenitors

murins obtingut en aquest treball, tant in vitro com in vivo. No obstant, hi ha un treball recent

de Wognum i col en el qual utilitzant una altra combinació de citocines (SCF, Flt3-L i TPO) i

el vector retrovíric MFG-EGFP, aconsegueixen resultats similars (51). L’expansió amb

citocines pot tenir efectes negatius com ara la inducció de la diferenciació de les cèl·lules

mare hemopoètiques i la pèrdua de potencial de repoblació in vivo, inclús en animals irradiats

letalment (45). Tot i això, encara que s’ha progressat a pas de gegant per assolir una

transducció eficient i estable de les cèl·lules mare hemopoètiques, encara es coneix poc sobre

els factors que influencien l’empelt i la capacitat de repoblació de les cèl·lules mare

transduïdes.

El concepte convencional que la mieloablació és un requisit per obrir espai físic

(nínxols) al MO per l’empelt de cèl·lules mare del donant ha estat posat en dubte,  farà

aproximadament 15 anys, des dels estudis on es demostrà per primera vegada presència

d’empelt en ratolins no condicionats (82, 83). Més endavant el grup de Quesenberry han

demostrat repetidament que trasplantant grans quantitats de cèl·lules mare hemopoètiques no

manipulades aconseguien empelts elevats en ratolins no condicionats (en el model murí

singènic) (93, 193, 194). En un dels treballs més impressionant del grup, receptors no

condicionats que varen rebre MO provinent de 2 fèmurs i 2 tíbies (200 × 106 cèl·lules del

MO)  durant 5 dies consecutius, 12 mesos post-trasplantament presentaven uns percentatges

de cèl·lules del donant a SP, melsa i MO de 48%, 32% i 29%, respectivament (195). Encara

que no existeix cap més grup que hagi publicat uns resultats similars, altres autors també han

obtingut empelt singènic de cèl·lules del donant, encara que no tant elevats, en ratolins no

condicionats (86). Malauradament, aquesta estratègia no es pot aplicar en humans a causa del

nombre limitat de cèl·lules trasplantables que s’obtenen amb les tècniques actuals d’ús clínic.

Per altra banda, hi ha pocs treballs que hagin estudiat l’empelt de cèl·lules

hemopoètiques singèniques a receptors condicionats amb baixes dosis d’ICT. En un dels

treballs, Stewart i col suggereixen que l’empelt hemopoètic pot ser detectat en ratolins

mínimament condicionats i el grau de quimerisme ve determinat per la competició entre les

cèl·lules mare del donant i del receptor (93). Per demostrar-ho, inoculen entre 10 i 40 × 106

cèl·lules de MO de ratolins femella BALB/c a receptors mascles singènics exposats a dosis

mínimes mieloablatives (50, 70, 100 i 200 cGy) i obtenen nivells elevats de quimerisme (d’un

40 a un 100% a MO) fins 2 mesos post-trasplantament. És interessant estudiar l’empelt en

dosis mínimes de condicionament sobretot per la potencial aplicació en aconseguir

quimerisme estable en els trasplantaments al·logènics (196-198). També es pot aconseguir

quimerisme al·logènic estable trasplantant dosis elevades de cèl·lules (199, 200). Aquest
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concepte té profundes implicacions i ja ha obert camí a noves teràpies, com ara els anomenats

“minitrasplantaments”, que ja han estat utilitzats en pacients amb càncers hematològics que

per la seva edat o el seu risc no podien rebre un TCH al·logènic convencional (108). Els

quimerismes mixts hemopoètics estables tenen aplicacions en el càncer, malalties

autoimmunitàries i en el camp del trasplantament per la inducció de tolerància a les cèl·lules

del donant. Per aquesta raó, la recerca de tractaments mínimament mieloablatius i/o

immunosupressors, capaços d’induir quimerisme estable mixt hemopoètic, constitueix

actualment un camp de recerca molt important.

Els resultats dels estudis in vivo realitzats en aquest treball demostren, en primer lloc,

que la manipulació ex vivo de les cèl·lules mare hemopoètiques té un impacte clarament

negatiu en l’empelt d’aquestes cèl·lules respecte les mateixes cèl·lules no manipulades tant a

curt com a llarg termini, inclús a nivells d’ICT elevats. Per tant, aquest apartat es pot

considerar una ampliació dels estudis existents, ja que es va analitzar el quimerisme en un

rang més ampli de dosis d’ICT (de 1 a 9 Gy) i en ratolins no condicionats. A més, s’ha pogut

realitzar l’estudi comparatiu de la capacitat d’empelt, a curt i a llarg termini, de cèl·lules del

MO murines fresques i manipulades ex vivo (cultivades amb citocines i transduïdes amb

retrovirus) en cada grup d’irradiació. Els nivells d’empelt a curt i a llarg termini en els

receptors de cèl·lules no manipulades van ser sempre superiors als observats en els receptors

de cèl·lules transduïdes, amb increments significatius d’empelt sobretot en els grups de

ratolins irradiats entre 3 i 7 Gy d’ICT (Fig.30 i 31). És a dir, quan es trasplantà el mateix

número de cèl·lules fresques que transduïdes, a ratolins mínimament condicionats, s’obtenien

nivells d’empelt més elevats amb les cèl·lules fresques que amb les transduïdes.

En receptors poc condicionats, la manipulació ex vivo de les cèl·lules anava en

detriment de la capacitat d’empelt, tal i com assenyalen altres treballs. Inclús en el cas dels

animals irradiats letalment a una dosi de 9 Gy, l’empelt a SP (89 ± 1,5 vs 70,1 ± 17,3%),

melsa (87,1 ± 2,6 vs 69,8 ± 14,5%) i MO (81,7 ± 1,5 vs 41,9 ± 39,1%) obtingut 22 setmanes

post-trasplantament era significativament superior en els animals trasplantats amb cèl·lules no

manipulades que ens els trasplantats amb cèl·lules transduïdes. A curt termini, les diferències

d’empelt només s’accentuaven en els grups de 2 a 6 Gy. En definitiva, aquests resultats van

en la mateixa línia d’altres treballs que també demostren que la manipulació ex vivo, en

concret el cultiu amb citocines, de les cèl·lules mare hemopoètiques disminueix la seva

capacitat d’empelt tant en ratolins no condicionats (96) com en receptors tractats amb dosis

baixes d’irradiació (45). És possible que les condicions de cultiu utilitzades en alguns estudis

(inclòs el present) siguin subòptimes pel manteniment de la funcionalitat de les CMH. No es

pot descartar que l’estimulació de la mitosi de les CMH quiescents per acció dels factors de
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creixement o del 5-FU (fet que es requereix per l’entrada dels retrovirus), reduís la capacitat

de nidificació i/o de repoblació de les cèl·lules transduïdes (97, 189, 201).

En els grups de receptors no condicionats trasplantats amb 0,5 ×  106 cèl·lules

(transduïdes i no transduïdes) no es detectà, ni  a curt ni a llarg termini, presència de cèl·lules

del donant. Quan es va incrementar en 10 vegades el número de cèl·lules transduïdes

trasplantades per animal, s’observaren cèl·lules del donant (0,5 ± 0,5%) a SP dels receptors 40

dies post-trasplantament. No obstant, aquestes microquimeres s’havien perdut a les 22

setmanes del trasplantament. S’ha descrit una reducció en la capacitat d’empelt de cèl·lules

hemopoètiques murines transduïdes mitjançant retrovirus en ratolins no condicionats (97).

Utilitzant el model de trasplantament mascle/femella, aquests autors (grup de Quesenberry)

varen trasplantar grans quantitats de cèl·lules del MO de mascle transduïdes a femelles

singèniques normals. A pesar de l’elevat nombre de cèl·lules transduïdes in vitro i que el 10%

de les cèl·lules del MO eren del donant 14 mesos post-trasplantament, no es varen detectar

seqüències d’ADN del transgen (MDR-1) mitjançant PCR. Segons els autors, aquestes

cèl·lules transduïdes presentarien un defecte en l’empelt. En aquest cas, les cèl·lules es

cultivaren amb IL-3, IL-6, IL-11 i SCF.

Les quimeres hemopoètiques obtingudes en els grups de ratolins tractats amb dosis

baixes d’ICT (2, 3, 4 i 5 Gy) trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules (transduïdes i no transduïdes)

es mantenien estables, amb poca variació, fins les 22 setmanes del trasplantament. El mateix

succeïa en els grups de ratolins irradiats amb dosis superiors d’ICT (de 6 a 9 Gy). No obstant,

en tots els grups de ratolins, el percentatge de cèl·lules del donant era lleugerament inferior al

MO que a la melsa i SP, on s’obtenien nivells similars d’empelt. Els nivells d’empelt

obtinguts en els receptors irradiats amb dosis baixes d’ICT (de 1 a 5 Gy) però trasplantats

amb cèl·lules fresques foren significativament més elevats que els grups homòlegs trasplantats

amb el mateix número de cèl·lules transduïdes (Fig. 31).

Semblaria que la pèrdua d’empelt de les cèl·lules transduïdes era deguda a la

manipulació ex vivo amb les citocines, més que als dos cicles d’infecció amb retrovirus,

perquè no s’observaren diferències significatives en el nivell d’empelt entre receptors irradiats

a 4 Gy trasplantats amb cèl·lules exposades al sobrenadant de la línia empaquetadora NX-E

(mock transduction) i les mateixes cèl·lules transduïdes amb el sobrenadant de la línia

productora NX-E/EGFP (Taula 13, pàgina 120). Per altra banda, els ratolins trasplantats amb

cèl·lules fresques presentaven nivells d’empelt significativament més elevats que els anteriors

grups experimentals. Alguns treballs indiquen que la presència d’IL-3 en el conjunt de factors

de creixement utilitzats per l’expansió de les cèl·lules hemopoètiques murines ex vivo

disminueix la capacitat LTR de la població estimulada (44, 45). Wogmun i col estudien la

capacitat repobladora de cèl·lules hemopoètiques murines pre-tractades amb 5-FU,
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transduïdes amb el gen EGFP en diferents combinacions de citocines i demostren que la

composició de citocines utilitzada per activar les cèl·lules mare abans i durant la transducció

retrovírica té efectes quantitatius importants en la capacitat repobladora de les cèl·lules

transduïdes. Comproven que l’estimulació amb SCF, Flt3-L i TPO reté una proporció

significativa (aproximadament un 30%) de la capacitat repobladora de les cèl·lules de MO

fresques. Quan afegeixen al cultiu IL-3 i IL-11 detecten una reducció important (10 vegades)

de la capacitat STR i LTR de les cèl·lules EGFP+ (51). No obstant, altres autors havien

demostrat prèviament que la IL-11 mantenia la capacitat LTR de les CMH (17, 19, 202).

En els experiments de transducció d’aquest treball, l’exposició a un protocol de

transducció de 4 dies, va resultar, en els grups de ratolins on s’observaren diferències

d’empelt estadísticament significatives (grups d’ICT de 3 a 6 Gy), en una reducció d’entre 2 a

8 vegades de la capacitat de repoblació in vivo de les cèl·lules transduïdes respecte les

fresques, tant a curt (SP) com a llarg termini (SP, melsa i MO). La reducció de la capacitat

LTR de les cèl·lules transduïdes podria ser explicada principalment per dues raons, que no són

excloents: per canvis en les propietats de nidificació als nínxols hemopoètics de les cèl·lules

transduïdes i per la pèrdua de la capacitat d'autorenovació de les CMH, degut a l'estimulació

amb citocines.

S’ha demostrat que l’exposició de les cèl·lules de MO murines a factors de

creixement, com ara l’IL-3, l’IL-6 i l’IL-11, resulta en una reducció (entre 2 i 10 vegades) de

la freqüència de progenitors clonogènics i de cèl·lules repobladores de MO (50). Aquest fet

alguns autors l’han atribuït als canvis induïts pels factors de creixement en l’expressió de

determinades molècules d’adhesió i també, a estadis específics en el trànsit del cicle cel·lular

de les cèl·lules estimulades (203). De totes maneres, és probable que la pèrdua de la capacitat

LTR de les cèl·lules transduïdes també pugui ser deguda a la pèrdua de cèl·lules mare

hemopoètiques durant el procés de transducció, degut a apoptosi o a la diferenciació de les

cèl·lules mare per l’estimulació amb citocines, o bé a la suma de les dues raons exposades.

S’han presentat varis treballs que demostren una pèrdua de la capacitat LTR de cèl·lules mare

murines exposades a citocines (IL-3, IL-6, IL-11 i SCF) en ratolins singènics normals i

irradiats (45, 96, 189, 204) i després de la transducció amb retrovirus facilitada per citocines

en animals no condicionats (97). És possible que les condicions utilitzades en alguns estudis

(incloent el present) no siguin les òptimes pel manteniment de la funcionalitat de les cèl·lules

mare hemopoètiques. En aquest treball, els ratolins trasplantats amb cèl·lules no manipulades

rebien el mateix número de cèl·lules que alguns dels ratolins trasplantats amb cèl·lules

transduïdes (0,5 × 106). No obstant, durant el període del cultiu ex vivo el número total de

cèl·lules va decréixer una mitjana d’un 44%. Durant el cultiu ex vivo podria ser que algunes

de les cèl·lules repobladores haguessin mort, o bé haguessin perdut les propietats de



Discussió

141

nidificació o simplement que s’haguessin diferenciat. La disminució de la capacitat d’empelt

de les cèl·lules manipulades es podria solucionar si: i) es reduís la durada del procés de

manipulació per transduir les CMH (per exemple, utilitzant vectors basats en lentivirus)

(205); ii) optimitzant les condicions de cultiu per expandir millor les cèl·lules mare i/o

mantenir el seu potencial repoblador (202, 206) o, iii) augmentant el número de cèl·lules

transduïdes que es trasplanten (194). Un factor addicional que podria complicar l’empelt

hemopoètic és el pretractament dels ratolins donants amb 5-FU. Aquest fàrmac depleciona el

MO de cèl·lules ciclants, enriquint-lo en cèl·lules repobladores (unes 10 vegades) que

eventualment són induïdes a ciclar. El tractament amb 5-FU és necessari per aconseguir una

transducció retrovírica eficient. De totes maneres, podria influenciar negativament l’empelt de

les cèl·lules hemopoètiques (85, 95).

Quan es va augmentar 10 vegades (a 5 ×  106 cèl·lules) el número de cèl·lules

transduïdes inoculades per tal de poder estudiar si això augmentaria l’empelt en els grups de

ratolins irradiats a baixes dosis d’ICT (2, 4 i 6 Gy); varen augmentar significativament els

nivells d’empelt aconseguits a tots els grups de ratolins.

A curt termini, els resultats d’empelt en els tres grups d’ICT trasplantats amb 5 × 106

de cèl·lules transduïdes foren lleugerament superiors als obtinguts en ratolins trasplantats amb

cèl·lules fresques, tal i com s’observa a la Figura 36. En concret els grups on s'observen

diferències importants en l'empelt a curt termini eren els grups d'ICT 3, 4, 5 i 6 Gy, on la

capacitat de repoblació de les cèl·lules transduïdes va resultar entre 2 i 8 vegades inferior a

l’observat amb les no transduïdes. A llarg termini, a SP i melsa, les diferències d'empelt

continuaven essent en els mateixos grups d'ICT i la capacitat LTR de les cèl·lules transduïdes

disminuïa també entre 2 (6 Gy) i 8 (3 Gy) vegades. No obstant, al MO les diferències més

acusades entre l'empelt de les cèl·lules transduïdes i no transduïdes es va detectar als grups

d'ICT més elevada (6, 7 i 8 Gy). Segons aquest model, irradiant amb una dosi baixa d’ICT

(per exemple 2 Gy) i augmentant fins a 5 × 106 la dosi de cèl·lules transduïdes trasplantades

es podia aconseguir quimerisme hemopoètic estable a llarg termini (de mitjana, el 5,9 % de

cèl·lules eren del donant a SP dels receptors irradiats amb 2 Gy i trasplantats amb 5 × 106 de

cèl·lules transduïdes). Com ja s'ha comentat anteriorment, aquests resultats tenen interès en el

camp de la teràpia cel·lular i gènica d’algunes malalties genètiques que afecten sistema

hemopoètic (apartat 10, Introducció), on aconseguint nivells d’empelt o de correcció de

l’ordre del 5% ja s’obtindria un benefici clínic (88, 207). També és interessant la seva

implicació en l’estratègia terapèutica dels “minitrasplantaments”(108). La cerca de

tractaments mínimament mieloablatius o immunosupressors que permetin la inducció de

quimeres hemopoètiques mixtes estables després de la infusió de cèl·lules mare

hemopoètiques del donant, constitueix actualment un dels focus principals de recerca de
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l’onco-hematologia. Una altra possible aplicació seria la inducció de tolerància en el

trasplantament al·logènic (sòlid).

Com a resultat complementari d’aquesta segona part del treball, es pot afirmar que es

varen observar elevats coeficients de correlació (r) entre l’empelt i la dosi d’ICT administrada

en els tres grups de ratolins analitzats: els trasplantats amb 0,5 × 106 i 5 × 106  cèl·lules

transduïdes i els trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules fresques (Fig. 36 i 37). Assumint que

aquesta relació lineal i dosi-depenent és extensible a altres dosis cel·lulars i a cèl·lules

manipulades en diferents condicions, es pot hipotetitzar que, donat un model específic

conegut, es poden generar corbes de correlació que permetin estimar o predir la dosi d’ICT

necessària per obtenir un nivell desitjat d’empelt després del trasplantament d’un número

conegut de cèl·lules hemopoètiques (no manipulades o manipulades en unes condicions

determinades). Estudis previs ja havien demostrat correlacions significatives entre la dosi de

cèl·lules trasplantades (singèniques o al·logèniques) i el nivell d’empelt en ratolins no

condicionats (194, 208).

            Semblaria que, en el model singènic, la relació final entre les cèl·lules del donant i de

l’hoste vindria determinada bàsicament per la competició entre les cèl·lules mare del donant i

de l'hoste (Fig.6, pàgina 32), tal i com s'observa en els resultats d'empelt presentats en aquest

treball i en altres treballs (93). La reducció del número de cèl·lules mare endògenes (per acció

dels nivells mínims d’irradiació) que competirien amb les trasplantades afavoriria l’empelt.

En aquest cas, els l’irradiació que s’utilitza per obrir espai al MO té el mínim efecte en la

cel·lularitat total del MO. Per altra banda, els alts nivells d’empelt obtinguts per varis autors

en ratolins no condicionats, quan s’administren dosis cel·lulars elevades, recolzen l’anterior

model.

En el model singènic, amb nivells baixos d'ICT i trasplantant dosis elevades de

cèl·lules es pot aconseguir quimerisme hemopoètic estable a llarg termini. Aquests estudis,

entre ells el present, suggereixen estratègies per la creació de quimerisme hemopoètic estable

en el model al·logènic, utilitzant: i) baixes dosis d'ICT i, ii) números relativament elevats de

cèl·lules hemopoètiques del donant. L'obtenció d'al·loquimeres estables, a nivell experimental,

té molt interès per la seva aplicació en varies malalties, com ara l'anèmia de cèl·lules

falciformes, la talassèmia, la malaltia granulomatosa crònica, la malaltia de Gaucher, la

mucopolisacaridosi, les immunodeficiències, etc.
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En els trasplantaments al·logènics, perquè s'esdevingui una resposta efectiva de les

cèl·lules T, calen dos senyals d'activació: la interacció primària té lloc entre el complex major

d'histocompatibilitat (MHC) de les cèl·lules presentadores d’antigen (APC) i el receptor de les

cèl·lules T i una segona interacció entre la molècula co-estimuladora i el seu receptor. En el

model murí s'han definit vàries vies co-estimuladores, les dues més estudiades son la família

de molècules B7 (CD80 i CD86) presents a la APC que s’uneixen als seus receptors de les

cèl·lules T (CD28 i CTLA4) i la molècula CD40 (present a les APC) que s'uneix al seu

lligand (CD40L) a la cèl·lula T. Les cèl·lules T que reben el primer senyal en absència del

senyal co-estimulador, es tornen anèrgiques o bé moren. Contràriament, els limfòcits T

citotòxics que reben les dues senyals d'activació inicien l'expansió clonal i responen contra les

cèl·lules al·logèniques. En aquest sentit, comencen a aparèixer els primers estudis on s’intenta

bloquejar les vies co-estimuladores per establir tolerància específica. Alguns treballs

aconsegueixen obtenir al·loquimeres mixtes estables només immunosuprimint, mitjançant el

bloqueig de les vies co-estimuladores, prèviament al trasplantament de les cèl·lules del

donant, tant en el model caní (209) com en el murí (210-212). No obstant, en la majoria de

treballs, tant en el model murí com en el caní, els resultats obtinguts no són prou bons ja que

les al·loquimeres aconseguides són baixes i només s’aconsegueixen en un percentatge dels

animals experimentals.

En un treball recent, Quesenberry i col han establert un model murí per la creació

d'al·loquimeres hemopoètiques estables a llarg termini (213). Mitjançant el pre-tractament

dels receptors (BALB/c) amb l'anticòs monoclonal contra el lligand de CD40, irradiant a una

dosi baixa d'ICT (100 cGy) i exposant-los a l'antigen prèviament al trasplantament de cèl·lules

de la melsa dels donants (pre-sensibilitzat), aconsegueixen al·loquimeres estables (30-40%)

64 setmanes després del trasplantament, sense GVHD, infonent 40 × 106 de cèl·lules del

donant.

Així doncs, la relació descrita en aquest treball entre la dosi d’ICT administrada i la

manipulació de les cèl·lules trasplantades i l’empelt aconseguit podria ser de gran utilitat per

induir immunotolerància contra les cèl·lules del donant amb condicionament subletal

(irradiació a baixes dosis i immunosupressió) en receptors de trasplantament al·logènic. Per

exemple, en humans s’ha descrit que l’al·loquimerisme hemopoètic mixt en el trasplantament

d’individus amb talassèmia pot conduir a la correcció de la malaltia (214). Estratègies

semblants s’han utilitzat en els primers estudis per induir tolerància en el trasplantament

d’illots pancreàtics murins al·logènics (215) i xenotrasplantaments de pell de rata a ratolins

(216, 217). En un estudi, aplicant entre 650 i 750 cGy d’ICT com a únic factor de

condicionament varen aconseguir un empelt xenogènic (rata a ratolí) estable (30%) i una

tolerància específica al donant (218).
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Els resultats obtinguts en l’estudi de l’expressió del transgen (EGFP) en els ratolins

trasplantats amb cèl·lules transduïdes tenen profundes implicacions en el camp de la teràpia

gènica. En primer lloc, els resultats obtinguts in vitro mostraven diferències clares entre la

mitjana del percentatge de cèl·lules de MO total EGFP+ i el percentatge de progenitors CFC

EGFP+ del cultiu. Per exemple, en el cas dels grups de ratolins trasplantats amb 0,5 × 106

cèl·lules transduïdes es varen realitzar 20 experiments de transducció de cèl·lules del MO del

donant i es va obtenir una eficiència de transducció en cèl·lules totals del 27,2 ± 10 %. No

obstant, el 57,8 ± 19,5% dels progenitors tipus CFC expressaven el transgen, essent

equivalent la mitjana observada in vivo. Aquestes diferències s’expliquen probablement per la

suma de diverses raons. En primer lloc, quan s’analitzava per citometria de flux el percentatge

de cèl·lules EGFP+ del cultiu, en la finestra d’anàlisi s’incloïen involuntàriament poblacions

cel·lulars (eritròcits, eritroblasts, cèl·lules mortes, etc) que emmascaraven el resultat i, per

tant, s’infravalorava el percentatge real de cèl·lules que expressaven el transgen.

Contràriament, en els cultius clonogènics, s’analitzava el percentatge de progenitors EGFP+

respecte el total del cultiu, constituït únicament per CFC. En segon lloc, podria ser que es

transduís de manera més eficient en determinats subtipus de progenitors que en altres (CMH,

CFU-GM, etc). El tercer factor que pot haver-hi contribuït seria que quan es trasplantaven les

cèl·lules transduïdes encara no havia passat el temps suficient perquè totes les cèl·lules del

cultiu que contenien el transgen expressessin la proteïna. Posteriorment hem comprovat que

perquè totes les cèl·lules transduïdes expressin els nivells màxims de la proteïna calen un

mínim de 48 hores després de l’exposició al vector i, en aquest estudi, les cèl·lules

s’analitzaven 24 hores després de l’últim cicle d’infecció, el que pot haver infravalorat la

veritable eficiència de transducció.

La discrepància observada entre l’eficiència de transducció de cèl·lules totals in vitro i

l’observada in vivo o en progenitors tipus CFC indicaria una transducció més elevada de

progenitors més immadurs amb capacitat de repoblació a llarg termini que d’altres cèl·lules

del MO, probablement relacionada amb l’ús de CH-296. En progenitors humans (CD34+)

derivats de SCU també s’obtenen bones eficiències de transducció (utilitzant protocols

similars de transducció) i s’ha demostrat un empelt elevat de les cèl·lules transduïdes en

ratolins NOD/SCID (131, 219). En concret, el nostre grup, en col·laboració amb el grup del

Dr Bueren (CIEMAT, Madrid), utilitzant un protocol de transducció que implicava el cultiu

de cèl·lules CD34+ de SCU amb Flt3-L, TPO, IL-6 i SCF i en presència de CH-296, vàrem

obtenir unes elevades eficiències de transducció in vitro (60%) i vàrem demostrar que les

cèl·lules transduïdes contribuïen a l’hemopoesi multillinatge de ratolins NOD/SCID durant

més 120 dies post-trasplantament (11).
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Els resultats dels estudis de transducció i trasplantament en gossos i primats com el

macaco i el babuí encara estan bastant lluny dels obtinguts en el model murí. Utilitzant els

avenços en el disseny de vectors i els nous protocols de transducció, els investigadors han

obtingut fins un 10% de transducció en tots els llinatges hemopoètics després de la

transducció retrovírica de les cèl·lules mare hemopoètiques dels primats (127, 167-169).

Referent a l’evolució temporal de l’expressió del gen marcador in vivo, 40 dies

després del trasplantament de 0,5 × 106 cèl·lules transduïdes els receptors presentaven a SP

uns percentatges de cèl·lules procedents del donant EGFP+ elevats (de mitjana, superiors al

50%), independentment de la dosi d’ICT administrada i l’empelt hemopoètic (Taula 7, pàgina

106). Aquests resultats, tal i com era d’esperar, s’apropaven més al percentatge de progenitors

CFC EGFP+ del cultiu in vitro (pre-trasplantament) que als obtinguts en l’anàlisi in vitro les

cèl·lules de MO EGFP+ per citometria de flux. Els grups de ratolins irradiats (2, 4 i 6 Gy) i

trasplantats amb la dosi superior de cèl·lules transduïdes (5 × 106 cèl·lules) també presentaven

nivells elevats (superiors a un 65%) de cèl·lules que expressaven en transgen in vivo a SP 40

dies post-trasplantament. Igualment que en els grups trasplantats amb 0,5 × 106 cèl·lules

transduïdes, tampoc hi havia diferències en el percentatge de cèl·lules EGFP+ in vivo segons

el nivell d’empelt observat o la dosi d’ICT administrada.

Cal destacar que en un ratolí no condicionat que es trasplantà amb 5 × 106 cèl·lules

transduïdes que va presentar només un 1% de cèl·lules del donant a curt termini, la meitat de

les quals (53%) eren EGFP+. Aquests resultats continuaven essent similars 22 setmanes

després de la infusió de les cèl·lules transduïdes (Fig.28). A SP, melsa i MO es varen obtenir

nivells equivalents de cèl·lules procedents del donant que expressaven el transgen (superiors

al 40% gairebé en la majoria dels casos i propers al 90% en algun cas) en els diferents grups

de ratolins irradiats, trasplantats amb 0,5 × 106  cèl·lules transduïdes (Taula 9, pàgina 109). En

els grups de ratolins irradiats i trasplantats amb 5 × 106 cèl·lules transduïdes es varen obtenir

resultats semblants, és a dir, nivells d’expressió d’EGFP d’entre 50-80% a SP, melsa i MO.

En resum, l’expressió del transgen en els diferents grups d’ICT i en els diferents

teixits hemopoètics (SP, melsa i MO) fou equivalent en tots els grups, independentment del

número de cèl·lules transduïdes trasplantades, de la dosi d’irradiació administrada o del nivell

d’empelt aconseguit. Els percentatges de cèl·lules EGFP+ in vivo eren alts i es mantenien

estables a llarg del temps per cadascun dels grups d’ICT (Fig.28). A més, el manteniment

d’aquests percentatges al llarg del temps indicava que probablement les cèl·lules EGFP+

tenien la mateixa capacitat de repoblació que les cèl·lules EGFP-; és a dir, es varen transduir

autèntiques CMH. El fet que tots els grups de ratolins analitzats presentessin percentatges

similars de cèl·lules hemopoètiques EGFP+ del donant, independentment de la dosi d’ICT
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rebuda i del nivell d’empelt aconseguit, suggereix que, o bé no hi hagué respostes immunes

contra les cèl·lules EGFP+ o bé les respostes eren dèbils i no afectaven la supervivència i

funcionalitat de les cèl·lules transduïdes in vivo.

L’estudi de les possibles respostes immunes contra les cèl·lules que expressen

antígens forans té especial interès en els camps de la teràpia gènica i cel·lular ja que és un dels

principals obstacles per l’aplicació amb èxit d’ambdues teràpies. En un estudi recent del grup

de Rosenzweig s’adreça aquest problema; trasplanten cèl·lules singèniques CD34+ transduïdes

amb l’EGFP a micos (Macaca mulatta) sotmesos a una irradiació no letal (240 cGy) i

detecten una forta inducció de resposta T citotòxica específica contra el transgen, associada a

una pèrdua de cèl·lules modificades genèticament a SP. També demostren que la resposta dels

limfòcits T citotòxics (CTL) ve restringida per MHC, és mediada pels limfòcits T CD8+, i

dirigida a múltiples epítops de la molècula (220). Demostren que els limfòcits citotòxics són

capaços de lisar eficientment les cèl·lules CD34 autòlogues transduïdes. A més, en els 50 %

dels animals també es dóna resposta humoral. En altres treballs s’ha demostrat que l’EGFP és

immunogènica quan s’expressa en cèl·lules tumorals en models murins (221, 222). No

obstant, treballs anteriors suggerien que de manera infreqüent l’aparició de respostes

immunitàries contra gens foranis introduïts a les CMH és molt poc freqüent. Per exemple, a

micos condicionats amb irradiació subletal (500 cGy), Rosenzweig i col havien observat entre

un 5 i un 10% d’expressió de la proteïna murina CD24, de 4 a 6 mesos després del

trasplantament (169). En un altre treball recent, també amb micos, es demostra que si

s’aconsegueix que el gen forà s’expressi de manera estable a les CMH, el receptor es fa

tolerant al producte del gen durant el temps que es mantingui l’MHC (223). Aquests resultats

contrasten amb els del treball de Lutzko i col, on observen la generació de resposta

immunitària humoral i resposta proliferativa en gossos deficients per l’enzim α-L-iduronidasa

després del trasplantament de cèl·lules autòlogues del MO transduïdes amb el gen del la α-L-

iduronidasa (224). Encara fan falta estudis que comparin directament la supervivència de

cèl·lules que continguin el vector immunogènic i no immunogènic en el trasplantament amb

condicionament no mieloablatiu per l’avaluació rigorosa del paper de les respostes

immunitàries en la supervivència de les cèl·lules modificades genèticament després d’un

trasplantament singènic. No obstant i en base als resultats de l’últim treball de Rosenzweig

(220), els autors proposen que la inducció o no de tolerància contra els transgens expressats a

les CMH singèniques té a veure amb: i) el grau d’immunosupressió del receptor (donat pel

règim de condicionament), ii) l’immunogenicitat de la proteïna, iii) el grau d’expressió del

transgen al timus (depèn de l’eficiència de transducció en cèl·lules amb capacitat de

repoblació, de l’empelt aconseguit i potser de la potència dels promotors retrovírics utilitzats)
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i iv) també hi podrien intervenir les citocines utilitzades tant per estimular les cèl·lules

hemopoètiques com per facilitar la recuperació hematològica post-irradiació.

El fet que l’expressió del transgen in vivo als teixits hemopoètics es mantingués

estable, tant a curt com a llarg termini (Fig.29), permet fer una seria d’observacions, algunes

de les quals ja han estat comentades amb anterioritat: i) les cèl·lules que es varen transduir

tenien capacitat LTR, ii) les cèl·lules de l'empelt que varen incorporar el transgen

probablement tenen la mateixa capacitat de repoblació que les que no l'incorporaren, iii) no

s’esdevenen respostes immunitàries significatives contra la proteïna de medusa EGFP

(tolerància immunològica) i, finalment, iv) que probablement no s’ha esdevingut silenciament

de l’expressió d’EGFP, ja que és una de les causes principals de pèrdua d’expressió gènica.

L’expressió estable i a llarg termini del transgen és una de les propietats desitjables d’un

vector, sobretot en el cas de malalties genètiques en què es persegueix una correcció a llarg

termini. En referència a l’apartat iv), un dels problemes que presenten els vectors retrovírics

convencionals (basats en VLMoMu) és la tendència a la pèrdua de l'expressió del gen. Això

és degut en part a que els promotors (LTR) del VLMoMu, que són rics en illes CpG, són

susceptibles d’ésser metilats en determinat tipus cel·lulars que conseqüentment silencien la

transcripció gènica. La incidència d’aquest fenomen en els vectors derivats de VLMoMu és

elevada (142). Degut a que un dels objectius del nostre treball fou optimitzar la transducció en

cèl·lules hemopoètiques murines, es va desenvolupar un vector retrovíric (SF-EGFP) que

tenia un promotor híbrid FMEV (SFFV/MESV) que ha estat dissenyat per augmentar

l’expressió del transgen en progenitors hemopoètics mieloides i a la cèl·lula mare

hemopoètica (187).

Una possible limitació del model murí utilitzat per mesurar l’empelt (ratolins donants

CD45.1 i receptors CD45.2) és l’impacte que aquesta petita diferència immunològica pot tenir

en l’empelt. En un treball molt recent de Van Os i col es parteix de la hipòtesi que si CD45 és

una proteïna extracel·lular, les diferències entre els antígens del donant (CD45.1) i l’hoste

(CD45.2) podrien induir respostes immunes contra les cèl·lules del donant i afectar l’empelt

(225). Els resultats que presenten indiquen que en el model singènic de TCH basat en el

CD45 s’assoleixen nivells inferiors d’empelt que en el TCH singènic basat en diferències

electroforètiques en l’enzim citoplasmàtic GPI-1, i ho atribueixen a mecanismes

immunològics (encara que això no ho arriben a demostrar). Demostren que amb nivells baixos

d’ICT (2 i 4 Gy) i trasplantant dosis baixes de cèl·lules del MO, l’empelt resultà

significativament inferior en els ratolins trasplantats amb MO singènic CD45 que en els

ratolins infosos amb GPI-1. Quan s’augmentava la dosi d’ICT a 6 Gy, obtingueren nivells

similars d’empelt en els dos models de trasplantament, suggerint que no existiria prou

immunitat residual contra les cèl·lules del donant per causar diferències en l’empelt.
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Anteriorment ja s’havia indicat que es podien generar cèl·lules T reactives anti-Ly5

específiques de la regió polimòrfica de la molècula Ly5 (226). De fet, també s’ha demostrat

que el model murí singènic de TCH entre mascles i femelles histocompatibles de la mateixa

espècie també pot estar influenciat per reaccions immunes contra els antígens del cromosoma

Y (227).

En resum, la teràpia gènica dirigida a les CMH requereix la utilització de vectors

eficients i segurs per aconseguir una transferència gènica i una expressió estable. A més, i no

menys important, calen estratègies per facilitar l’empelt de les cèl·lules modificades i per

anul·lar les possibles respostes immunitàries contra els productes dels transgens. En aquest

estudi es proposa un model de transplantament singènic amb cèl·lules modificades

genèticament on, segons la dosi cel·lular administrada, la manipulació o no ex vivo de les

cèl·lules trasplantades i la dosi d’irradiació rebuda es pot fer estimacions de l’empelt que

s’obtindrà, tant a curt com a llarg termini. L’estudi té implicacions en el camp de la teràpia

gènica si es té en compte que hi ha moltes malalties genètiques que afecten a la CMH que

podrien ser tractades amb un trasplantament autòleg de cèl·lules modificades genèticament

aplicant baixes dosis de condicionament, ja que els efectes secundaris dels tractaments

convencionals de condicionament constitueixen la principal causa de la morbi-mortalitat en

aquests pacients. No són menys importants les implicacions d’aquest estudi en la recerca de

tractaments de condicionament mínimament mieloablatius i/o immunosupressors, capaços

d’aconseguir quimerismes mixts hemopoètics estables en pacients amb càncer o malalties

autoimmunitàries, o en receptors de trasplantaments al·logènics per la inducció de tolerància a

les cèl·lules del donant.



CONCLUSIONS



Conclusions

151

I. Sobre el desenvolupament d’un protocol de transducció retroviral de progenitors

hemopoètics murins amb capacitat de repoblació a llarg termini.

1. La línia productora ecotròpica NX-E/EGFP és una línia estable, presenta un títol víric

elevat, no produeix partícules víriques amb capacitat replicativa (al sobrenadant) i conté

el provirus SF-EGFP correctament integrat al seu genoma.

2. El marcatge amb EGFP és un sistema ideal per estudiar la transducció de les CMH ja que

les característiques fluorescents de la proteïna permeten l’anàlisi directa (sense passos

addicionals), multiparamètrica i a temps real de les cèl·lules marcades, mitjançant el

microscopi de fluorescència o el citòmetre de flux, així com la separació de les cèl·lules

transduïdes.

3. La variable que més influència la transducció dels progenitors hemopoètics murins és el

pre-tractament de la superfície de cultiu amb el fragment de la fibronectina CH-296. La

centrifugació de les plaques de cultiu també facilita la transducció.

4. El protocol de transducció basat en: la pre-incubació de les cèl·lules del MO amb medis

condicionats com a font d’IL-3 i SCF, la utilització de CH-296, la centrifugació i la

realització de dos cicles d’infecció amb el sobrenadant de la línia productora NX-E/EGFP

permet una transducció eficient, reproduïble i estable de les CMH murines.

II. Estudi de l’empelt de les cèl·lules transduïdes i de l’expressió del marcador en un

model murí (in vivo).

5. El model de ratolins congènics CD45.1/CD45.2 és un bon sistema per a la detecció i

quantificació de l’empelt de cèl·lules hemopoètiques murines.
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6. L’expressió d’EGFP a SP, melsa i MO dels ratolins trasplantats era elevada (62,2 ± 14,6

%), i es mantenia relativament estable en el temps en els diferents teixits analitzats,

independentment de la dosi d’ICT administrada i de la dosi cel·lular trasplantada (0,5 ×

106 o 5 × 106), suggerint que el marcatge és altament eficient en cèl·lules amb capacitat de

repoblació, que les CMH transduïdes tenen la mateixa capacitat de repoblació a llarg

termini que les no transduïdes, i que tots els ratolins empeltats probablement han

desenvolupat tolerància immunològica a l’EGFP.

7. La transducció ex vivo de les cèl·lules de MO prèviament al trasplantament disminueix la

seva capacitat de repoblació, tant a curt com a llarg termini, respecte les cèl·lules de MO

fresques, especialment en els receptors sotmesos a dosis d’irradiació moderades (entre 2 i

6 Gy).

8. L’augment del número de cèl·lules transduïdes trasplantades augmenta proporcionalment

l’empelt hemopoètic dels ratolins trasplantats, tant a curt com a llarg termini, a SP, melsa

i MO, independentment de la dosi d’irradiació administrada.

9. En el model murí utilitzat, existeix una elevada correlació entre la dosi d’ICT (entre 2 i 9

Gy) administrada i l’empelt aconseguit en els ratolins trasplantats, independentment de la

manipulació i la dosi de cèl·lules infoses.
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