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Cap raonament, per sensat que sigui, ens permetra,
contemplant una llavor de poma, preveure la forma de I'arbre que en
sorgira, ni el gust de la fruita que produira I’arbre. L’observador escolta
la natura, ’experimentador l'interroga i la forca a descobrir els seus
secrets.

A. MARUROIS

L’home, amb totes les seves nobles qualitats,
encara porta en la seva estructura corporal el rastre

indeleble del seu origen humil.
CHARLES DARWIN

A en Salva
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Resum
Resum

Per estudiar la influéncia de la dosi d’irradiacio, la dosi cel-lular trasplantada i la
manipulacié ex vivo en I’empelt de cél-lules hemopoéetiques murines transduides amb
retrovirus, grups de ratolins receptors C57BL/6J (CD45.2) varen ser irradiats (rang de dosis:
1-9 Gy d’ICT-irradiacié corporal total-) i es varen trasplantar amb 0,5 x 10°1 5 x 10° cél-lules
del moll de I’os (MO) murines transduides amb vectors retrovirics que contenien el gen
marcador EGFP o amb 0,5 x 10° cél-lules del MO no manipulades. En cada cas també es
trasplantaren ratolins no irradiats. Les cel-lules procedien de ratolins donants B6/SJL
(CD45.1) tractats amb 5-FU. Es va analitzar I’empelt a curt (40 dies) i a llarg termini (22
setmanes) i 1’expressio del transgen als teixits hemopocétics dels ratolins receptors. No es
varen detectar cel-lules del donant, ni a curt ni a llarg termini en els grups de ratolins no
irradiats. No obstant, es va relacionar d’una manera lineal i dosi-depenent la irradiacié amb
I’empelt hemopogétic, tant a curt com a llarg termini. Independentment de la dosi d’irradiacio
rebuda i el nivell d’empelt aconseguit, es varen obtenir percentatges similars d’expressié del
transgen en tots els grups d’animals trasplantats, suggerint que en aquests animals les
respostes immunitaries contra les cél-lules que expressaven EGFP eren absents o bé
suficientment lleus com per no afectar la supervivéncia de les cél-lules transduides en els
receptors. A més, el fet que es mantingués 1’elevat percentatge de cél-lules transduides in vivo
als 40 dies i a les 22 setmanes després del trasplantament (60,5 + 15,7 %), indicava que
probablement s’havien transduit cél-lules mare (CMH) amb la mateixa capacitat repobladora
que les CMH no transduides. El trasplantament de 10 vegades més c¢l-lules transduides (5 x
10° cel-lules) o 0,5 x 10° cél-lules no transduides, resultd en uns nivells d’empelt
significativament més elevats que quan es trasplantaren 0,5 x 10° cél-lules transduides, a totes
les dosis d’ICT analitzades. Aquests resultats indiquen que I'ICT facilita I’empelt de cel-lules
transduides o no, de manera dosi depenent; que els ratolins empeltats amb cél-lules EGFP"
probablement desenvolupen tolerancia immunologica a les cél-lules que expressen el transgen
i que, augmentant el nimero de cél-lules trasplantades i reduint la manipulacié ex vivo
necessaria per la transduccié de les CMH, es facilita ’empelt hemopoctic, un dels principals

obstacles que limiten 1’us de terapies geniques amb CMH.
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Introduccio

L. El Sistema Hemopoétic

1. El sistema hemopoétic

La formacio i desenvolupament de les cel-lules sanguinies, o hemopoesi, normalment
té lloc al MO, principal organ hemopoctic de 1’individu adult. Degut que les cél-lules de la
sang madures (eritrocits, granulocits, limfocits, mondcits i plaquetes) tenen un temps de vida
mitja relativament curt i que el nombre d’aquestes cel-lules es manté constant al llarg de tota
la vida de I’animal, I’hemopoesi es desenvolupa com un procés de continua renovacid
cel-lular. Una petita poblacié de cel-lules del MO, les CMH, son les responsables de la
formacié de les cél-lules sanguinies (1). Aquestes cel-lules es caracteritzen per la seva
capacitat d’autorenovacio, totipotencialitat (diferenciacid cap a tots els llinatges hemopocétics)
i reconstitucid a llarg termini de I’hemopoesi en receptors irradiats letalment. La freqiiéncia
de CMH al MO del ratoli adult és molt baixa, s’ha estimat en 1-2 cada 10° cél-lules
mononuclears (CMN) del MO, la mateixa proporcioé que s’observa al MO de I’huma adult (2).
El microambient medular té un paper fonamental en la regulacido de la proliferacié i/o
diferenciacio d’aquestes cel-lules; tant a través de la sintesi de factors solubles estimuladors i
inhibidors com a través de les interaccions entre les cél-lules hemopoétiques i els elements
cel-lulars i extracel-lulars que el constitueixen. Igualment es regula també 1’amplificacio dels
progenitors hemopoétics generats a partir de les cel-lules mare aixi com la seva posterior
diferenciacio a cél-lules madures funcionals. Finalment, quan les cél-lules hemopoétiques han
completat el seu procés maduratiu son lliurades a la circulacid sistémica on desenvoluparan
les funcions corresponents.

En general, s’accepta que en condicions basals la majoria de CMH es troben quiescents
(en fase G, del cicle cel-lular) i que només un petit percentatge d’aquestes cel-lules estan en
proliferacié per poder cobrir la constant demanda de cel-lules madures. Igualment, les CMH
son, en ultima instancia, les responsables de regenerar I’hemopoesi en condicions d’estrés com
les que resulten després d’un trasplantament de MO o després d’un dany greu produit per
irradiaci6 o agents citotoxics.

Les cél-lules sanguinies s’han classificat en dos llinatges de diferenciacio (Fig.1):

i) El llinatge mieloide que inclou: cél-lules eritroides, monocits, granulocits i

megacariocits i els macrofags tissulars: cél-lules de Kupffer del fetge, els macrofags

alveolars en els pulmons, els osteoclasts, les cél-lules de Langerhans a la pell, la

microglia en el sistema nervios central i les cél-lules dendritiques del teixit limfoide.

ii) El llinatge limfoide que compreén les cel-lules T, les cél-lules B i les cel-lules NK.

1
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Fig.1. Esquema del procés de diferenciacio de les cel-lules mare hemopoetiques. (sc, stem cell; LTC-IC, cél-lules iniciadores de cultiu a llarg termini; CAFC, cél-lules

formadores d’arees empedrades; CFU-S; cél-lula formadora de colonies a la melsa; BFU-E/Meg; unitat formadora de colonies eritroides/megacariocitiques en burst,
CFU-mix; unitat formadora de colonies mixtes, CFU-GM; CFU-granulo-macrofagiques, CFU-Meg/E; CFU-megacariocitiques/eritroides; prog limf; progenitor

limfoide).



Introduccio

1.1. Desenvolupament del sistema hemopoétic del ratoli

Durant I’embriogénesi dels vertebrats, diferents regions anatomiques de 1’embri6 en
desenvolupament mostren activitat hemopoética. En els mamifers, I’hemopoesi s’inicia en les
regions extraembrionaries del mesoderma (al sac vitel-li), posteriorment s’esdevé en el fetge
embrionari i, finalment, a la melsa i al MO. En el moment del naixement, el MO és
practicament ’inic lloc d’hemopoesi activa (2).

En el ratoli, la capa germinal mesodérmica es forma 6,5 dies postcoitium (dpc). Son
dos els llocs embrionaris on es desenvolupa una activitat hemopoética abans que el rudiment
del fetge fetal comenci a formar-se 9 dpc: les regions internes dels illots sanguinis del sac
vitel'li, on s’observa creixement de progenitors que donen lloc a macrofags, granulocits i
limfocits T i B madurs; i les cél-lules derivades de I’area AGM (que compren les regions
aorta, canal genital i mesonefres de I’embrid) que sén capaces de generar limfocits B i T i
cel-lules mieloides (3). A partir del dia 10 dpc comencen a aparcixer seqiiencialment al fetge
les primeres cél-lules no nucleades productores de globina adulta, cél-lules progenitores
mieloides tipus CFC, macrofags i cél-lules B i cap al dia 11 dpc progenitors més immadurs
tipus LTR (apartat 4.2.2. Introducci6). Es curios el fet que ’ordre temporal d’aparicié de les
primeres cel-lules hemopoétiques a 1’embrié no reflecteixi la jerarquia d’aquestes cel-lules a
I’adult. Per aquesta rao, es diferencien les cél-lules mare neonatals (en la fase prefetal) i les
cél-lules mare definitives (presents en el fetge fetal i equivalents a les cel-lules mare de
I’adult) atenent a les seves caracteristiques funcionals, especialment quant al temps requerit
per a la seva diferenciacio i al seu potencial proliferatiu.

Actualment s’accepta que les cél-lules progenitores hemopoctiques no es generen de
novo al fetge sin6 que hi arriben (del sac vitel:li o la regi6 AGM) i colonitzen el teixit. Una
vegada colonitzat, el fetge fetal es converteix en la principal font d’hemopoesi fetal fins poc
abans del naixement, quan el MO s’estableix com a teixit hemopoc¢tic definitiu.

En el ratoli adult, a diferéncia dels humans, la melsa continua disposant d’un
microambient adequat per a I’hemopoesi essent una font important d’eritropoesi a més de

contenir un nombre important de CMH.



Introduccio

1.2 Estructura

El teixit hemopoétic esta format per tres elements essencials: les cél-lules
hemopoctiques, les cel-lules de I’estroma i els components de la matriu extracel-lular (ME).

En la cavitat medul-lar de 1’os, les cél-lules hemopoctiques se situen al voltant d’una
trama de cél-lules fibroblastiques, reticulars i adiposes que formen 1’estroma hemopoctic.
Aquesta trama ¢€s travessada pels capil-lars sanguinis que formen els sinusoides medul-lars.
L’hemopoesi té lloc en I’espai extravascular medul-lar entre els sinusoides, on s’estructuren
els diferents progenitors hemopoétics. Sembla ser que ’estructuracié i distribucid dels
progenitors hemopoétics té a veure amb 1’existéncia de llocs o ninxols especifics per al
manteniment de la quiescéncia i proliferacio de les CMH i ninxols de diferenciacio als quals
migren els progenitors hemopoetics més madurs (4).

Durant I’hemopoesi les CMH proliferen i es diferencien en progenitors hemopoétics
compromesos cap a un o diversos llinatges cel-lulars. Aquests progenitors pateixen unes
quantes divisions cel-lulars abans de diferenciar-se i finalment donen lloc a les c¢l-lules
hemopoétiques madures. Una vegada les cél-lules hemopoctiques han completat el seu procés
de maduracid, son lliurades a la llum dels sinusoides a través de les fenestracions (zones
d’interrupciéo de la membrana citoplasmatica) presents a les cél-lules endotelials i son

lliurades a la circulacid sistémica.

1.2.1 Les cél-lules hemopoétiques

Tradicionalment, les poblacions cel-lulars hemopoétiques han estat classificades en tres

compartiments o subclasses (Fig.2):

i) Cel-lules mare hemopoétiques. Es defineixen per presentar dues propietats: la
totipotencialitat i la capacitat continua d’autorenovacid, és a dir, de mantenir el seu nimero
durant tota la vida de I’individu, que rau entre 1-2 cada 10° CMN del MO. Com a
totipotencialitat s’entén que les ce¢l-lules mare posseeixen la capacitat de generar cél-lules de
tots els llinatges limfohemopoétics. El manteniment de 1’estat estacionari de 1’hemopoesi
requereix que es mantingui I’equilibri entre aquestes dues propietats. No obstant, el sistema és
extraordinariament flexible i permet 1’expansié rapida del compartiment després d’una
situaci6 de dany o estrés, com ara el tractament amb agents citotoxics (quimioterapia o
radioterapia) o amb factors de creixement endogens i/o el trasplantament de MO. Una tercera
caracteristica de les CMH, que va lligada a les altres dues propietats, és la capacitat de

reconstitucié a llarg termini de I’hemopoesi en receptors irradiats letalment.
4
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1) Caracteristiques de I'autorenovacio:

Referent a la cinética de proliferacid de les ceél-lules mare s’han proposat dos models
teorics: el de la successio clonal i el del cicle permanent alentit. El primer considera que, en
condicions basals la majoria de CMH del MO s6n quiescents (en fase Gy del cicle cel-lular) i
que només un petit percentatge es troba en fase activa del cicle cel-lular per suplementar, si és
necessari, totes les cél-lules hemopoétiques. Segons aquest model, la produccid sanguinia
diaria és mantinguda per 1’activitat seqiiencial de pocs clons de CMH. Varis estudis emparen
aquesta teoria (5-7). Igualment, diferents estudis de marcatge retroviric en el model muri i
cani, on es mesura la contribucié relativa a [’hemopoesi dels diferents clons de CMH
marcades en el temps, proporcionen una evidéncia experimental del model de successio
clonal (8-10). Un estudi realitzat pel nostre grup (11) i el treball de Guenechea i col, indiquen
que probablement amb c¢l-lules humanes passa el mateix (12). Contrariament, Harrison i col
defensen el model que molts clons de cel-lules mare proliferen i contribueixen simultaniament
a la produccio de les cél-lules sanguinies durant tota la vida de 1’organisme (13). Per tant, tot i
que les cel-lules mare es podrien considerar quiescents en relacié amb les poblacions
progenitores a les quals donen lloc, en el seu estat basal es trobarien continuament en divisio,
pero molt lentament.

En tot cas, el compartiment de cél-lules mare sembla molt heterogeni, és a dir, inclou
diferents tipus de c¢l-lules mare primitives ordenables sobre la base de la seva quiescéncia. La
diferenciaciéo d’aquestes cél-lules implicaria una disminucié en la seva capacitat
d’autorenovacio, pluripotencialitat i potencial proliferatiu aixi com un increment en la seva
velocitat de recanvi (7). De totes, les cél-lules mare més primitives serien aquelles amb una
velocitat de recanvi molt lenta perd amb una capacitat elevada d’autorenovacio i de
diferenciacio en tots els llinatges hemopoétics. Sota condicions d’estrés, com les que resulten
després de la deplecid cel-lular produida per irradiaciéo o agents citotoxics (14), la seva
cinctica es modificaria i serien induides a proliferar rapidament. Igualment, els factors de
creixement tenen un paper fonamental en 1’entrada en cicle dels progenitors hemopoétics

quiescents més immadurs (15-19).
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CEL-LULES MADURES S
funcions especifiques P

PROGENITORS

uni o bi-potents
PROGENITORS
F multipotents

M
)

CEL-LULES MARE

multipotents

CEL-LULES MARE

totipotents

diferenciacio

proliferacio

Fig.2. Compartimentacid de les cel-lules hemopoetiques en base a criteris de diferenciacio

i proliferacio (F; freqiiéncia, SP; sang perifeérica, MO; moll de 1'0s).

ii) Caracteristiques de la totipotencialitat i diferenciaci6 de les CMH:

Quant a la diferenciacié de les CMH, s’han proposat també dos models tedrics
oposats: el model estocastic i el model determinista (20). En el model estocastic, es considera
que la diferenciacio de les cel-lules mare és un procés aleatori de manera que la generaci6 dels
diferents progenitors no té un ordre o patré predeterminat. En canvi, el model determinista
considera que el procés diferenciatiu segueix sempre la mateixa seqiiéncia o jerarquia. Dins
aquest ultim s’inclouen el model del microambient hemopoétic inductor (HIM) que assumeix
I’existeéncia de llocs o ninxols anatomics especifics de llinatge que dirigirien la diferenciacio
dels progenitors no compromesos, el model de competicid que estableix la regulacié de la
diferenciacié de les CMH mitjangant la competicié pels diferents factors de creixement

humorals i el model de pérdua progressiva del potencial diferenciatiu.
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A favor del primer model hi ha els treballs del grup d’Ogawa (6, 21) que demostren la
formacié de colonies multillinatge formades per combinacions variables de ceél-lules de
diferents llinatges (segons el model determinista les colonies multillinatge haurien de mostrar
combinacions sempre fixes) o els treballs en animals transgénics expressant receptors per un
factor de creixement determinat, els quals no mostren cap alteracid en el procés diferenciatiu
(22).

Recentment, varis treballs proposen que les cél-lules mare provinents de teixits adults
(muscul, fetge, cervell) poden retenir cert grau de plasticitat en el seu compromis hemopoétic
i la seva diferenciacio pot ésser influenciada més per I’ambient que pel llinatge (23-26). Per
exemple, Jackson i col, aillaren cél-lules de muscul esquelétic muri i demostraren que tenien
capacitat de regenerar tots els llinatges hemopoétics de ratolins irradiats letalment (23).
Suggeriren que podria ser degut que les CMH fossin idéntiques a les cél-lules musculars
satel-lits, algunes de les quals les hi mancarien els senyals de regulacié de la miogenesi i
podrien respondre a senyals hemopoétiques. En el treball del grup de Lagasse, han provat la
capacitat de les cél-lules mare purificades i la seva progénie en la regeneracié hepatica en un
model muri de tirosinémia tipus I. Aquest treball aporta dues reflexions importants: la
plasticitat de les CMH i la de la seva progenie i el potencial terapéutic d’aquestes cél-lules
com a reparadores tissulars.

ii) Cél-lules progenitores. Les cél-lules progenitores o progenitors hemopoétics
compromesos han estat caracteritzats com a c¢l-lules amb una elevada capacitat proliferativa
perd limitada capacitat d’autorenovacio i “compromeses” a diferenciar-se cap un (unipotents),
dos (bipotents) o diversos (multipotents) tipus cel-lulars concrets. Dins d’aquest grup
s’inclouen les cél-lules hemopoétiques amb capacitat clonogénica, €s a dir, amb capacitat per
generar colonies en medis semisolids (pagina 19).

iii) Cél-lules madures. Es consideren cél-lules madures aquelles que mostren unes
caracteristiques morfoldgiques i funcionals especifiques. En la linia mieloide, inclosa la série
eritroide, granulocitica i megacariocitica, la pérdua de capacitat proliferativa es troba
acoblada al desenvolupament progressiu de les caracteristiques bioquimiques, fenotipiques i
morfologiques de cada serie de cel-lules madures. En canvi, certes cél-lules madures, entre les
quals s’inclouen els limfocits T, B i alguns macrofags tissulars, mantenen la capacitat de

proliferacié quan son estimulades apropiadament.
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1.2.2 L’estroma hemopoétic

L’estroma hemopoétic i els components de la ME, aporten el microambient
hemopocétic funcional indispensable per a una hemopoesi activa. A més de ser el suport fisic
on s’imbriquen els progenitors hemopoctics, les cel-lules de I’estroma participen activament
en la regulacié del procés mitjancant la produccié de factors de creixement que promouen la
superviveéncia i proliferacié de les CMH. Per a la regulacié de 1’hemopoesi també son
fonamentals les interaccions entre les cél-lules hemopocétiques i les de 1’estroma. La poblacid
de cel'lules que formen I’estroma hemopoétic és molt heterogeénia:

i) Les cel'lules endotelials formen la paret interna dels sinusoides medul-lars. Tenen
activitat endocitica i constitueixen la principal barrera i sistema de control per a ’entrada i
sortida d’agents quimics i cél-lules a I’espai hemopoctic.

ii) Les cél-lules reticulars son el component majoritari de 1’estroma. N'hi ha de dos
tipus: les cel-lules reticulars adventicies i les fibroblastiques. Les cél-lules adventicies formen
la paret luminal dels sinusoides i la seva funcié principal és regular la migraci6 de les cél-lules
cap al torrent circulatori. Els fibroblastes, mitjangant un procés d’allargament citoplasmatic,
s’encarreguen de sintetitzar les fibres reticulars que proporcionen el coixi fisic on resten les
cel-lules hemopoétiques. Es localitzen en les zones d’hemopoesi activa.

iii) Els adipocits es desenvolupen, igual que les cél-lules reticulars adventicies, a
partir de cel-lules de tipus fibroblast que adquireixen capacitat lipogénica. Es troben
intimament associats a les parets dels sinusoides i a les arees d’hemopoesi activa.

iv) Els macrofags, tot i que no tenen el seu origen en ce¢l-lules de I’estroma, es
consideren una part funcional d’aquest ja que tenen un paper important en la produccié de
citocines.

v) Les cél-lules “en llencol™ (o blanket cells ) segreguen components (fibronectina i
laminina) implicats en la migraci6 de macrofags i granulocits, formant les arees de
granulopoesi activa.

Les c¢l-lules de 1’estroma produeixen una gran varietat de citocines (SCF, IL-6, CSF,
GM-CSF, G-CSF), d’aqui prové el seu paper regulador de 1’hemopoesi. Els factors de
creixement produits per les cél-lules de I’estroma poden ser, en part retinguts a la membrana
citoplasmatica i en part alliberats a 1’espai extracel-lular; no obstant, [’accié majoritaria

d’aquests factors és local més que sistémica.
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Per altra banda, les ce¢l-lules de 1’estroma s’uneixen a les cel-lules hemopoétiques a
través de molécules o receptors d’adhesio, com ara les integrines, les sel-lectines, les lectines i
la superfamilia d’immunoglobulines (Taula 1). Es considera que les unions que s’estableixen
no impliquen només una localitzacid fisica sind que la unid receptor-lligand resultaria també

en senyals intracel-lulars que es traduirien en una induccié o inhibicié de la proliferacio i/o

diferenciacio cel-lular.

Moleécules d’adhesié

Integrines
Familia 31(CD29)
VLA-4 (%481, CD49d)
VLA-5 (*581, CD49e)
Familia 32 (CD18)
LFA-1 (*“LB2, CDl1a)
MAC-1 (*MB2, CD11b)
CD44 (Ly24, Pgp-1, ECMIII, HCAM)
Selectines

Expressio

progenitors, limfocits, monocits, cél-lules plasmatiques
progenitors, limfocits, cél-lules plasmatiques

leucocits
monocits, macrofags, granulocits
progenitors, macrofags, cel-lules plasmatiques

Lligand

FN, VCAM-1
FN

ICAM-1,21i3
fibrinogen, ICAM-1, HP, C3bi
col-lagen, FN, hialuronic

E-selectina cel-lules endotelials granulocits

L-selectina progenitors, granulocits, limfocits, plaquetes cél-lules endotelials

P-selectina cél-lules endotelials granulocits
Familia Immunoglobulines-like

VCAM cél-lules endotelials, fibroblast VLA-4

ICAMs cél-lules endotelials, fibroblast LFA-1

NCAM cél-lules estroma, limfocits T, cél-lules NK cél-lules estroma
Taula 1. Molécules d'adhesid presents en les cel-lules de l'estroma (VLA, very late antigen; FN,

fibronectina; VCAM, molécula d'adhesié cel-lular vascular; LFA, antigen associat a funcié limfocitaria;
MAC, macrofag; ICAM, molécula d'adhesi6 intracel-lular; HP, sulfat d'heparan; NCAM; molécula

d'adhesi6 cel-lular neuronal).

1.2.3 La matriu extracel-lular

La ME esta formada per col-lagen i diferents proteines adhesives com per exemple la
laminina, la fibronectina i els proteoglicans, els quals desenvolupen funcions conegudes en el
microambient medular. Les fibres de col-lagen I i III, per exemple, son secretades pels
fibroblasts i formen ’esquelet estructural dels compartiments o ninxols on resideixen les
cel-lules hemopocétiques. La laminina i la fibronectina sén molécules grans, multidomini, que
contenen el péptid d’unid universal arginina-glicina-aspartic (RDG). Son les encarregades
d’unir les cél-lules hemopoctiques al col-lagen i de retenir els factors de creixement que

dirigiran els processos de diferenciacio i proliferacio cel-lular.
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De manera general es considera que el fet que els progenitors hemopoétics i les
cel-lules mare es puguin unir a components especifics de la ME i a les cél-lules de 1’estroma
determinaria la seva co-localitzacié amb els factors de creixement associats als mateixos
components de la matriu cel-lular, presents en la forma transmembrana en les cél-lules de
I’estroma que els sintetitzen o en la forma soluble, constituint 1’hipotétic ninxol hemopocétic
(27, 28). El conjunt de senyals intracel-lulars induits per la interacci6 dels factors de
creixement amb els seus receptors especifics i les unions entre les molécules d’adhesid i els
seus lligands determinen 1’estimulaci6 o la inhibicid de la proliferacié dels progenitors i CMH

en cada moment.

CMH WGA receptor
L-sel‘lectina
VLA-5 VLA-4
LFA-1 >\
CD44
. Sca-1
hemonectina "
c-Kit
\ # ° 8 o CXCR4 HSR fibronectina
*"# [eNe) SF VCAM-1 AA*A °
S ooy - ABNATAC oo o
cocultatyy SDF-1 WAL\ ° -
o = sh ###o 8 o ## eA AAA AR 8 © g g — proteoglica
g0/ A ICAM M 'ﬁ*'ﬂ' # o
® S/ AAA 44
ADARA i
ABTA APRA
ANy 3 x ' AA A
AN A

/ fibroblast
macrofag /

collagen /

cél-lula endotelial g
laminina

adipocit

Fig.3. Elements que constitueixen el micorambinet medul-lar: cel-lules de I'estroma (fibroblastes,
adipocits, macrofags, etc) i components de la ME (col-lagen, laminina, fibronectina, hemonectina, etc).
A més de ser el suport fisic on s'imbrinquen les cél-lules hemopoéetiques, el microambient medul-lar
esta implicat en la regulacié de I'hemopoesi mitjangant la produccié de factors de creixement i les
interaccions cél-lula-cel-lula que es produeixen entre les molecules d'adhesié (VLA-4, VLA-5, CD44,

L-selectina, etc) i els seus lligands (fibronectina, VCAM, col‘lagen, laminina, [CAM, etc).
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2. Factors de creixement hemopoetics

L hemopoesi és un procés que requereix una seérie molt complexa d’esdeveniments
finament regulats, perque a partir de la poblacidé de cel-lules mare es generin de manera
continua les cél-lules madures dels diferents llinatges hemopoctics. Igualment, I’entrada de les
cél-lules madures a la circulacio, la localitzacié selectiva als teixits apropiats i la seva
activacio funcional requerecixen un sistema de regulacié altament sofisticat. Els factors de
creixement hemopoétics i les interaccions cel-lula-cél-lula tenen un paper fonamental en
aquesta regulacid. La resposta de les cel-lules hemopoétiques als factors de creixement inclou
supervivencia, proliferacid i diferenciacié i adquisicio o estimulacié de la maduracioé cel-lular.

Els factors de creixement hemopoctics (Taula 2) comprenen una familia de
glicoproteines de baix pes molecular que comprén els CSF (G-CSF, GM-CSF, M-CSF,
I’EPO), les interleucines (IL) (IL-3, IL-1, IL-6), I’SCF, la familia de TNF i els IF. Més
recentment, s’han inclos com a factors de creixement hemopoctic la TPO, descrita com un
nou factor estimulador de la megacariopoesi, a més que sembla tenir un paper important en la
proliferacié de les CMH (29, 30); i Flt3-L, que esta implicat en els estadis més primitius de
I’hemopoesi (31).

Els factors de creixement hemopoctic es poden trobar en forma soluble,
transmembrana 1 associats a diferents elements de la ME. En tots els casos, els factors
interaccionen amb receptors de membrana especifics presents a les cél-lules. Aquests
receptors s’han classificat en dos grups, segons les homologies estructurals o funcionals: la
superfamilia de receptors de creixement hemopoctic i la familia de receptors amb activitat
tirosin-quinasa. Dins el primer grup s’inclouen els receptors per G-CSF, IL-3 (també
anomenada multi-CSF), la IL-7, IL-9, IL-11, IL-12, GM-CSF, EPO, TPO, hormona del
creixement (GH), prolactina (PRL) i la proteina gp130, entre altres. Dins el segon grup
s’inclouen els receptors per SCF, M-CSF, factor de creixement derivat de les plaquetes
(PDGF) i per Flt3-L. Fora d’aquesta classificacio resten els receptors per IL-1 i TNF. Els
mecanismes implicats en la transducci6 del senyal d’aquests factors, després de la uni6é amb el
receptor, so6n molt variats, i inclouen activitats tirosin-quinasa, unié a proteines GTP i
activacio de la fosfolipasa C, increments d’ATP intracel-lular, sistemes d’ATPases
dependents de Na™ i K, etc. Alguns d’aquests receptors s’han trobat també en formes solubles
que poden unir igualment lligand i tot just ara es comenga a con¢ixer el seu paper com a

reguladors hemopoctics (32).

11



Introduccio

Una caracteristica comuna als factors de creixement hemopoétic és el seu
pleotropisme, és a dir, presenten diferents activitats en diferents cél-lules diana. Per exemple,
els factors de creixement IL-4 o TGF-f, tenen efectes estimuladors o inhibidors segons la
cel-lula diana sobre la qual actuen. Igualment, el TNF actua directament com un inhibidor de
progenitors hemopoetics i indirectament estimula la produccié de factors de creixement
estimuladors per cél-lules accessories. Les accions sinérgiques dels factors de creixement
també estan ben documentades. Per exemple, quan una poblacié de cél-lules hemopoétiques
multipotents s’exposen unicament a IL-3 o G-CSF no sobreviuen. No obstant, 1’accio
conjunta dels dos factors fa que proliferin i es diferenciin en neutrofils i macrofags madurs.

A més, molts dels factors de creixement hemopoétic tenen també activitats fora del
sistema hemopoctic. La IL-6 té efectes en el sistema immune, hepatic i renal i en la prevencid

de la mort cel-lular per apoptosi, juntament amb altres factors, com I’IL-3 i I’'SCF (33, 34).

Factors de creixement hemopoétics

factor localitzacié cél-lules que els produeixen
GM-CSF 5q23-31 granulocits, monocits/
macrofags, eosinofils
megacariocits
G-CSF 17921-22 granulocits, neutrofils
CSF-1 5q33 macrofags
IL-5 5q31 eosinofils
Epo 7911-22 eritrocits, megacariocits
Tpo 3926-27 megacariocits (plaquetes)
IL-3 5q23-31 granulocits, monocits/

macrofags, eosinofils
basofils, mastocits
eritrocits
(en preséncia d'Epo)
SCF 12922-q24 fibroblastes, céls reticulars
cel-lules endotelials

queratinocits

Taula 2. Factors de creixement, localitzacié cromosomica i cel-lules

que els produeixen.
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Els factors de creixement utilitzats en aquest treball son 1’IL-3 i el factor estimulador

de cel'lules mare (SCF), les caracteristiques dels quals es comenten a continuacio.

2.1. L’SCF

L’SCF, també anomenat factor de creixement de mastocits o lligand de c-Kit,
exerceix els seus efectes biologics a través de la uni6 amb el seu receptor, anomenat c-Kit
(35). El produeixen les cél-lules de ’estroma i és sintetitzat alhora en forma soluble i com a
component integral de membrana. Es codificat pel locus S1 en el cromosoma 10 de ratoli i ha
estat mapat al cromosoma 12q22-q24 en humans. El receptor c-kit és codificat pel locus W i
es caracteritza per tenir un domini intracel-lular amb activitat tirosin-quinasa. Quan I’SCF
s’uneix al receptor, aquest s’homodimeritza i s’autofosforila. La fosforilacié generada crea
llocs d’unié per a diferents proteines amb dominis SH2, les quals constitueixen el primer
esglad en la via de transduccio del senyal d’aquest factor. Es sintetitzat de manera constitutiva
per les cél-lules endotelials i fibroblastiques, a més, també en sintetitzen les cél-lules epitelials
de I’intesti i els queratinocits.

L’SCF té un paper important durant el desenvolupament embrionari, amb efectes
sobre I’hemopoesi i el desenvolupament i migracio de les cél-lules germinals i dels
melanocits. Addicionalment, també té un paper fonamental en la vida adulta en el
manteniment de 1’hemopoesi basal, entre altres funcions. El tractament de ratolins adults amb
un anticos anti-c-kit disminueix significativament la cel-lularitat del MO, indicant que
I’interaccio del factor amb el seu receptor és necessaria pel manteniment de 1’equilibri del
sistema hemopoétic. S’ha demostrat que 1I’SCF actua directament sobre les CMH accelerant-
ne I’entrada en cicle cellular (15, 36). Es capag de promoure la supervivéncia in vitro de
cel-lules mare murines (37). Ara bé, aquestes cél-lules sobreviuen en preséncia d’un anticos
anti-c-kit, cosa que suggereix que els altres factors de creixement produits per les cél-lules
estromatiques del cultiu son capacos de mantenir la supervivéncia de les cél-lules mare en
abséncia d’SCF (38). Sobre els progenitors hemopoétics més madurs, I’SCF té un important
efecte sinergistic amb altres citocines, entre elles I’IL-3, per estimular el creixement de
colonies (uni, bi i multipotents) en medis semisolids. Pel que fa als seus efectes in vivo, tant
en ratolins com en primats, I’administracio d’SCF resulta en una mobilitzacié dels progenitors

primitius del MO a SP i en un increment del nimero de progenitors circulants (39, 40).
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2.2. I’IL-3

L’IL-3 murina és una glicoproteina d’un pes molecular d’entre 14 a 28 KD. Tansols
presenta una homologia de seqiiéncia aminoacidica d’un 29 % amb I’IL-3 humana. El
receptor de I’IL-3 pertany a la familia de receptors de creixement hemopoetic. La produccio
majoritaria d’IL-3 és per part dels granulocits, mondcits, les cel-lules NK i els mastocits (41).

In vitro, I’'IL-3 estimula la proliferacié d’un ampli espectre de cél-lules en diferents
estadis de la diferenciaci6 hemopoctica, tant de cél-lules mare multipotents com progenitors
llinatge-compromesos. T¢ un efecte fonamental en la proliferacio de progenitors multipotents
perd només d’aquells que haurien sortit de la fase Gy del cicle cel-lular. No obstant, la sortida
de la fase Gy i entrada en cicle de les c¢l-lules mare i progenitors més primitius ve
determinada per 1’accié conjunta de varis factors de creixement (sinergisme), com ara 1’SCF,
IL-11, IL-6 i G-CSF, F1t3-L i TPO (20).

Sobre els estadis terminals de [’hemopoesi I’IL-3 tindria un paper més modest. Hi ha
varis estudis que indiquen que els progenitors multipotents murins i humans perden la
sensibilitat a la citocina a mesura que es diferencien i maduren (42, 43).

Alguns treballs suggereixen que la preséncia d’IL-3 en el conjunt de factors de
creixement utilitzats per 1”expansié de les cel-lules hemopoetiques disminueix la seva

capacitat de repoblacio a llarg termini (44, 45).

3. La nidificacié de les CMH al MO

Una caracteristica de la CMH més primitiva és la capacitat de repoblacid a llarg
termini de tots els llinatges hemopoétics després d’un trasplantament a hostes mielosuprimits
o immunocompromesos. El procés pel qual els progenitors hemopoctics colonitzen el
microambient medular després d'un trasplantament, a través d'un seguit de mecanismes
d’adhesio s'anomena nidificacid. Existeixen una gran varietat de molécules o receptors
d’adhesio, i altres lligands responsables de les interaccions cél-lula-cél-lula o cél-lula matriu,
com ara les sel-lectines i les integrines (Taula 1, pagina 9). No obstant, I’associaci6 entre els
diferents factors de creixement els diferents tipus de cél-lules i components de la ME que

constitueixen el microambient del MO, encara és un camp d’estudi molt recent.
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L’article de Frenette i col va representar una gran contribucié en I’estudi de la
nidificacié de la CMH al MO (46). Aquests autors demostraren la implicaci6 directa de la P i
L-sel-lectines i de la integrina VLA-4 com a receptors critics de la nidificacid, ja que
observaren una supervivencia molt baixa en ratolins irradiats deficients en P- i L-sel-lectines
trasplantats amb MO, en comparacié6 amb els ratolins salvatges. Altres grups també
demostraren una davallada de I’empelt hemopo¢tic quan les cél-lules havien estat préviament
incubades amb anticossos anti-VLA-4 o quan els receptors s’havien injectat amb anticossos
anti-VCAM-1 (7) o/i anti-CD44 (9).

Recentment, s’ha establert una relacié directa entre el receptor per SDF-1 (stromal
derived factor-1), el CXCR4, present a les cél-lules CD34" humanes (on s’inclouen les CMH)
i la seva capacitat d’empeltar en ratolins immunodeficients NOD/SCID (47, 48). Sembla ser
que Pactivaci6 del receptor CXCR4 a les cél-lules CD34" per acci6é de I’SDF-1 permetria una
adhesio 1 posterior migracid transendotelial de les cel-lules, la qual seria depenent de LFA-
1/ICAM-1 i VLA-4/VCAM-1. Posteriorment, s’induiria 1’extravasacié i migracio de les
cél-lules CD34"/CXCR4" a través de la ME. Aquest estadi seria depenent de la uni6 de les
integrines VLA-4 1 VLA-5 a la fibronectina de la ME (49).

Estudis addicionals amb progenitors murins, demostren que quan les CMH sén
cultivades amb factors de creixement, préviament al trasplantament de receptors irradiats
letalment, disminueix considerablement la capacitat de nidificacié en comparacié amb els
progenitors frescs (50, 51). Quesenberry presenta resultats similars perqué demostra que
canvis en la fase del cicle cel-lular de la CMH induits per 1’exposicidé ex vivo a citocines
podria, en part, explicar el decreixement de I’empelt observat in vivo (52). En un altre treball
posterior del mateix grup, estudien que canvis en 1’expressio dels receptors d’adhesio (VLA-
4, VLA-5, PECAM, L-sel'lectina) i en la seva funcio (adhesiéo a I’estroma) després de
I’incubacié de cel-lules de MO murines amb citocines son critics per la nidificacio i posterior
empelt de la cél-lula mare després del trasplantament (53).

En resum, aquest camp emergent suggereix un complex numero d’interaccions
responsables de la migracio, moviment i nidificacié de les CMH. Els detalls que defineixen
quines molécules i quines poblacions cel-lulars hi participen és un camp de recerca molt
interessant sobretot per la seva aplicacid en les arees cliniques de la terapia geénica i el

trasplantament de c¢l-lules hemopoétiques.
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4. Estudi de les CMH murines

La disseccio del compartiment de CMH i I’aillament de les diferents subpoblacions de
cel-lules mare té moltes utilitats. Per exemple, permet als investigadors obtenir informacid
basica sobre el fenotip i els factors de creixement requerits per cada subpoblacié de cél-lules i
de les seves capacitats de repoblacid in vitro i in vivo. Per altra banda, les subpoblacions de
progenitors purificats s’utilitzen per trobar les condicions dptimes de manipulacio ex vivo de
les CMH sense que es perdin les seves propietats d’autorenovacio i repoblacié a llarg termini.
Les manipulacions inclouen la purificacié de les cél-lules mare, I’emmagatzematge i la seva

utilitzacio en terapia genica, entre altres.

4.1. Caracteritzacié fenotipica de les CMH murines

L’analisi fenotipica de la poblacié de cél-lules mare ha resultat especialment complex
a causa de la baixa representativitat en el total del MO i especialment a causa de la seva
elevada heterogeneitat. Nombrosos treballs han descrit diferents métodes per 1I’enriquiment de

CMH murines, basant-se en diferents criteris d’analisi:

1) Resisténcia a farmacs, com el 5-fluorouracil (5-FU).

i) Separaci6 per mida i gradient de densitat (elutriacio) (54).

i) Capacitat d’unid a lectines com ara I’aglutinina de la llavor del blat, WGA
(55).

iv) Extrusio de colorants com la Rho-123 (56) o el Hoescht 33342 (57). Les
cel-lules més primitives es caracteritzen pel fet d’acumular menys Rho-123
(colorant que té elevada afinitat per la membrana mitocondrial) i Hoescht
33342 (colorant que té afinitat elevada per la membrana plasmatica) que les
cellules més diferenciades.

V) Seleccid positiva o negativa atenent a 1’expressio de diferents antigens de

membrana (veure apartat 4.1.1).

A causa de la capacitat demostrada del 5-FU en el pre-tractament de les cél-lules
expandides pel trasplantament i per la transduccid retrovirica, tots els experiments in vivo
d’aquest treball s’han fet utilitzant cél-lules de MO pre-tractades amb 5-FU. Aquest farmac
elimina sel-lectivament les cél-lules en divisid. La capacitat dels progenitors hemopoétics més
immadurs per resistir els efectes toxics del 5-FU vindria donada pel seu estat normalment
quiescent (5). Varis treballs demostren com les cél-lules primitives murines amb capacitat de
repoblacio a llarg termini (LTR) sén estimulades rapidament a proliferar, amb un pic maxim

de 3 a 5 dies després de I’administracié d’una dosi unica (150 mg/Kg) de 5-FU (14). Amb
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aquest tractament s’aconsegueix concentrar 10 vegades la poblacié de CMH sense causar-les-
hi cap deteriorament aparent (58). A més, també s’ha demostrat que el tractament dels ratolins
donants amb 5-FU ¢€s necessari si es vol obtenir una elevada eficiéncia de transduccid a les
cel-lules murines amb capacitat LTR (59). Per aquesta rao, s’utilitza el 5-FU en la majoria
d’estudis on es vol aconseguir concentrar CMH murines per posteriorment transduir-les amb
diverses finalitats.

L’aplicacié conjunta de diversos dels criteris comentats en combinacié amb la
separacio cel-lular mitjancant citometria de flux o fluorescent activated cell sorting (FACS) és
el que ha possibilitat 1’obtencié de les poblacions cel-lulars més enriquides en CMH.

En I’estudi de 1I’hemopoesi, 1’obtencié de poblacions cel-lulars funcionalment
reconegudes com a cel-lules mare ha estat rellevant no només dins el camp de la investigacio
basica sind també en I’aplicacid clinica. La possibilitat d’enriquir la poblacié de cél-lules
mare ha permés analitzar d’una manera directa la regulaciéo de la seva diferenciacio i
proliferacio, I’expressié de receptors pels factors de creixement o 1’expressido de gens
importants implicats en 1’hemopoesi. Igualment, el fet de poder purificar les CMH humanes

ha facilitat la seva utilitzacio en el marcatge i terapia génica.

4.1.1. Marcadors de membrana presents a les cél-lules hemopoétiques murines

No s’ha descrit cap marcador de membrana restringit exclusivament a la CMH
murina. La caracteritzaci6 fenotipica i la purificacié d’aquestes cél-lules no s’ha aconseguit a
partir d’un unic marcador sin6 de la combinaci6 de diferents marcadors que, si bé s’expressen
en altres tipus cel-lulars, només es co-expressen o estan absents en les cel-lules mare més
primitives. Un dels treballs més significatius dins la caracteritzacié fenotipica de les cel-lules
mare murines ha estat el del d’Spangrude i col. Mitjancant FACS van caracteritzar una
poblacié cel-lular de MO negativa per antigens propis de cél-lules madures (Mac-1, Gr-1,
CD4, CD8, B220 i TER-119), que expressava I’antigen Sca-1 i poc positiva (o /ow) per
I’antigen Thy-1 (present en timdcits), és a dir, Lin", Sca-1", Thy-1""" (60). Varen demostrar
que amb només 30 céllules del MO amb aquest fenotip (Lin, Sca-1", Thy-1"") aconseguien
la supervivencia del 50% dels receptors i la seva reconstitucié hemopoética a llarg termini.
Ploemacher i col introdueixen la deplecié immunomagnética de les cél-lules del MO
mitjangant un anticdos que reconeix les cél-lules granulo-monocitiques madures i
posteriorment les separa per FACS en diferents fraccions en base a I’afinitat per WGA

(WGA™™ WGA™ ™ WGA™™) (55). Observen que la majoria de progenitors més immadurs
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es concentren a la fracci6 WGAY™, mentre que la fraccié WGA™ " es troba enriquida en
progenitors més madurs. Un altre marcador utilitzat per definir les cel-lules mare murines és
el receptor c-kit (61). Aquest receptor s’expressa al 70-80 % de les cél-lules Lin’, Sca-1", Thy-
17°% i T’activitat repobladora a llarg termini es concentra a la fraccio c-kit™ (62). Finalment,
en un estudi recent, utilitzant el FACS i treballant amb quatre colors, Osawa i col demostren
que la majoria de cél-lules murines amb capacitat LTR son CD34" (63). El seu analeg huma
s’expressa en progenitors hemopoétics immadurs (CD34") i és ampliament utilitzat per
I’enriquiment d’aquests progenitors mitjancant seleccid positiva. No obstant, igual que en el
model muri, varis grups han demostrat que una fraccié de cel-lules CD34 humanes té activitat
LTR i podrien ser més primitives que les cél-lules CD34" (64). Randall i col (65) demostren
que les cél-lules murines amb capacitat LTR expressen 1’antigen CD38.

L’ultima aportacid en la caracteritzacié fenotipica de les CMH és el treball del grup
d’Anderson (66). Utilitzant el FACS i treballant amb 5 colors, aillen una poblacié de cel-lules
murines amb fenotip Lin, Sca-1", c-kit", CD38" CD34 que compleix tots els requisits de
CMH. No obstant, demostren mitjancant un experiment de repoblacidé competitiva que perqué
esdevingui una rapida proliferacié d’aquestes cel-lules després d’un trasplantament de MO es
requereix la infusié conjunta amb una altra poblaci6 accessoria amb fenotip Lin’, Sca-17, c-

kit", CD38 CD34".

4.2. Assaigs funcionals per cél-lules hemopoétiques primitives

Actualment, la definicié6 de CMH ¢és la d’una c¢l-lula amb capacitat d’autorenovacio i
que doni lloc a repoblacié de tots els llinatges hemopoétics després de la infusiéo en un
receptor condicionat.

Les diferents subpoblacions de progenitors i cél-lules mare s’han identificat i
classificat en caracteristiques funcionals i fenotipiques. Dins les caracteristiques funcionals,
trobem la capacitat de formar clusters o colonies de cel-lules in vitro i I’activitat repobladora

del sistema hemopoctic a curt o llarg termini en un receptor condicionat.

4.2.1. Caracteritzacié mitjancant cultius in vitro dels progenitors hemopoétics

Una de les caracteristiques funcionals dels progenitors hemopoctics €s que en
resposta a factors de creixement presents en medis de cultiu semifluid (metilcel-lulosa, agar)
proliferen i formen colonies de céel-lules diferenciades. Cada colonia resulta a partir de la
proliferacié d’una unica cél-lula, de manera que cada tipus de progenitor hemopoétic dona

lloc a un tipus concret de colonia. De manera general, les colonies generades per un conjunt
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de cél-lules hemopoctiques es poden classificar segons la morfologia de les cél-lules, la mida
de la colonia i el numero de cél-lules que la formen. La preséncia de cél-lules d’un, dos o més
llinatges cel-lulars dins una mateixa colonia determina la seva classificacié com a coldonia
monopotent, bipotent o multipotent, una caracteristica que reflexa la capacitat de
diferenciacio del progenitor que 1’ha generat. Aixi doncs trobem colonies amb elevat
potencial proliferatiu (HPP-CFC), generades per un progenitor altament immadur; i colonies
amb baix potencial proliferatiu (LPP-CFC), generades per progenitors més compromesos cap
a un (per exemple les cel-lules o unitats formadores de colonies d’eritrocits o CFU-E, o de
granulocits, CFU-G) o varis llinatges (per exemple, les c¢l-lules formadores de colonies de
granulocits i monocits o CFU-GM)

Encara no s’ha establert un assaig in vitro capa¢ de detectar CMH, la quantificacio i
deteccid de les quals només es considera a partir de I’assaig in vivo que determina la capacitat

LTR, tal i com es comenta a 1’apartat segiient.

4.2.2. Determinacio de la capacitat de les CMH de repoblacié a curt (STRA) i a llarg
termini (LTRA): assaig reconstituciéo a curt i llarg termini i assaig de repoblacié

competitiva

Actualment, s’accepta que les CMH han de ser capaces de reconstruir a llarg termini
el sistema hemopoé¢tic de receptors irradiats letalment. Aquesta capacitat implica que les
cel-lules mare trasplantades siguin capaces d’autorenovar-se, per mantenir el suplement de
progenitors a llarg termini, i diferenciar-se per produir els diferents tipus de cel-lules
hemopocetiques madures. En el model muri, la preséncia de cel-lules sanguinies del donant de
tots els llinatges 4 mesos després del trasplantament es considera prova suficient per afirmar
que la poblacio trasplantada conté cél-lules amb capacitat LTR, és a dir, amb caracteristiques
de CMH (67).

Per avaluar la capacitat LTR de les cél-lules trasplantades a receptors irradiats
letalment, s’utilitzen els assaigs de reconstitucio i/o repoblacié competitiva. Ambdds assaigs
es basen en qué la dosi de radiacié6 administrada impossibilita la regeneracid del teixit
hemopoétic a partir de les cél-lules mare endogenes. Aixi doncs, quan s’irradia el ratoli, si no
¢s trasplantat amb cél-lules hemopoétiques exogenes, mor per sindrome hematologica durant

els primers 30 dies post-irradiacio (pagina 28).
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En canvi, quan el ratoli és trasplantat:

1) Si les cél-lules hemopocétiques inoculades li permeten sobreviure durant els
primers 30 dies post-irradiacid, es considera que les cel-lules trasplantades
tenen capacitat de reconstitucié de I’hemopoesi a curt termini (STRA).

i) En aquestes mateixes condicions, si el ratoli sobreviu fins un minim de 4-6
mesos post-trasplantament es parla de reconstitucidé hemopoctica a llarg
termini (LTRA). En tot cas, per confirmar la capacitat de reconstitucio6 a llarg
termini de les ceél-lules trasplantades cal demostrar que les cél-lules
hemopoctiques presents a la SP dels receptors als 4 mesos del trasplantament
procedeixen del donant (total o parcialment). En cas contrari, el sistema
hemopoctic del receptor hauria estat reconstruit a partir de cél-lules

endogenes que haurien sobreviscut a I’irradiacio.

Les cél-lules progenitores hemopoctiques del MO muri presenten una elevada
heterogeneitat en la capacitat i activitat proliferativa. Des de principis dels 90 s’ha establert
I’existéncia de dues poblacions que poden ser discriminades en progenitors immadurs
relativament compromesos que formarien colonies in vitro i tindrien capacitat de repoblacié a
curt termini (STRA) i CMH amb capacitat repobladora a llarg termini (LTRA) (54, 55, 68,
69).

Les cellules amb STRA només tenen capacitat de repoblar el sistema hemopoétic
d’un receptor irradiat les primeres setmanes post-trasplantament (54, 55). Inicialment, es va
considerar que 1’assaig de radioproteccio, el qual implica tinicament el recompte de ratolins
trasplantats que sobreviuen a la irradiacio letal al cap de 30 dies, era valid per la identificacio
de les CMH, ja que, el rescat de la mort hematologica radioinduida comportava
necessariament un progenitor totipotent capa¢ de diferenciar-se en cél-lules limfoides i
mieloides. No obstant, més endavant es va demostrar que la capacitat de radioproteccié no
sempre anava associada amb una posterior reconstitucié a llarg termini (60). Perque hi hagi
reconstitucio a llarg termini, les cél-lules amb capacitat LTR s’han de trasplantar
conjuntament amb cél-lules STR perqué 1’hoste irradiat letalment pugui sobreviure a la fase

inicial d’aplasia (54).

20



Introduccio

L’assaig de reconstitucié a llarg termini ha resultat fins el moment la definicio
funcional més estricte de les CMH. No obstant, alguns autors consideren que la millor
estratégia per analitzar i quantificar la poblacio de cél-lules mare és 1’assaig de repoblacio
competitiva, que és una modificacio de 1’assaig LTR (5, 70). Aquests autors postulen que
poblacions molt pures de cél-lules mare trasplantades son incapaces de protegir de la
irradiacié als ratolins, en canvi si tenen capacitat de reconstitucié a llarg termini. Per
solucionar 1’incapacitat d’empelt a curt termini, 1’assaig de repoblacié competitiva contempla
el trasplantament del receptor amb dos poblacions cel-lulars diferents: una poblacio singénica
amb el receptor (poblacié accessoria o de rescat) destinada a garantir la supervivéncia i
reconstitucid6 hemopoética a curt termini dels receptors i una poblacié “competidora”
problema, genética o fenotipicament diferenciable de la de rescat, de la qual s’avaluara la

capacitat de reconstitucio a llarg termini (Fig.4).

Poblaci6 problema / “competidora” Irradiacio letal
(Ly 5.1/ mascle)

@ \ Identificacié de I'origen
cel-lular en els teixits
> hemopoétics (SP, melsa i
/ MO) del receptor

Poblacié “de rescat” 4-6 mesos
(Ly 5.2/femella) post-trasplantament

S S
S

Fig.4. Analisi de la capacitat LTR d’una poblaci6 cel-lular determinada mitjangant I’assaig de repoblaci6 a llarg
termini. En blau s’observen les caracteristiques addicionals de ’assaig de repoblacié competitiva.
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1. Biologia del TMO

5. Trasplantament del moll de I’0s. Del passat al present.

Han passat 50 anys des dels primers experiments de trasplantament de cél-lules
hemopoetiques (TCH). Gracies als estudis experimentals amb ratolins, gossos i primats no
humans s’han solucionat molts dels problemes del TCH, tant és aixi, que actualment es
realitzen més de 20.000 trasplantaments anuals arreu del mén. Inicialment, el trasplantament
només s’aplicava a pacients oncologics, i actualment s’aplica a malalties genétiques del
sistema hemopoctic. Encara que en estadi experimental, s’esta ampliant la seva aplicacié cap
a les malalties autoimmunitaries, els “minitrasplantaments” (pagina 33) i el desenvolupament
de técniques per induir tolerancia per 1'empelt d'organs solids.

La historia del trasplantament de MO (TMO) comenca el 1949 amb els estudis de dos
patolegs (Jacobson i Lorenz) els quals observaren que preservant la melsa d’un ratoli de la
irradiacio letal, sobrevivia i; que els ratolins irradiats podrien sobreviure amb una infusié de
cel-lules de la melsa o del MO.

Els primers estudis realitzats en el model muri establiren molts dels factors
responsables de 1’¢xit o fallida del TMO al-logénic (pagina 24). Les aportacions més
interessants han estat (71):

1) Les ce¢l-lules de MO administrades intravenosament son efectives en la

repoblacié hemopocética de receptors sotmesos a irradiacio letal.

i) Les cel-lules T del donant trasplantades poden desencadenar una resposta
immunologica contra els teixits de I’hoste. Fet que és conegut com la malaltia
de ’empelt contra I’hoste o, en anglés, graft versus host disease (GVHD).

i) En els trasplantaments al-logénics la severitat de la resposta immune de les
cel-lules del donant és controlada per factors genétics (sistema
d’histocompatibilitat) i cel-lulars (cél-lules T).

i) La importancia del timus, les c¢l-lules T i B i altres poblacions limfoides en la
biologia del trasplantament.

El model cani també ha estat molt util en I’estudi del TCH sobretot en I’estudi dels
principis i les técniques del trasplantament que son aplicables als humans. Els treballs amb
gossos realitzats a Seattle durant varies décades han estat basics per 1’estudi de régims
mieloablatius i immunosupressors per aconseguir [’empelt de cél-lules hemopoétiques
al-logéniques i prevenir el GVHD. Una avantatge d’aquest model és que es poden obtenir un
gran nombre d’animals histocompatibles. A més, el model cani és més proper a ’home que el

muri. Es necessaria la utilitzaciéo de models animals per continuar la recerca experimental en
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el camp del TCH ja que existeixen varies disciplines dins aquest camp que s’aprofitarien dels
resultats, com ara la radiobiologia, I’hematologia i la immunologia.

Els primers estudis de trasplantament en humans utilitzaven MO com a font de CMH.
Més endavant, es va demostrar que les cél-lules CD34" humanes obtingudes de MO estaven
enriquides en progenitors hemopoetics i eren efectives en els TCH (72). La utilitzacié d’una
poblacié enriquida en progenitors hemopoétics CD34" procedents de fonts diferents al MO
(en primer lloc de SP i posteriorment sang de cord6é umbilical -SCU-) ha causat el canvi en la
terminologia de TMO a TCH. Les CMH humanes poden ser purificades i separades en base a
’expressio de I’antigen CD34" a partir de SP (mobilitzada mitjancant I’administracié de

factors de creixement i/o quimioterapia), MO o SCU.

G-CS5F

Seguiment arigen

; AFERESIS
recaiguda

SELECCIO CD31*

CONDICIONAMENT

TRANSDUCCIO CRIOPRESERVACIO

Gen marcador terapéutic

Fig.5. Exemple de protocol per I’estudi de la possible contribuci6 de les cél-lules trasplantades en la

recaiguda.
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5.1. Tipus de TCH

En termes generals, el principal objectiu d’un trasplantament ¢€s reconstituir
I’hemopoesi del pacient que ha estat sotmés a un tractament excessivament toxic pel seu propi
sistema hemopoctic. El TCH es classifica segons el tipus de donant en: autoleg (autogenic),
isogenic (singenic), al-logénic i xenogenic. El trasplantament al-logeénic (al'loTCH) es basa en la
substitucié de les cel-lules hemopoétiques de I’individu malalt amb cél-lules d’un individu de la
mateixa espécie, emparentat (habitualment un germa histocompatible) o no. L’al'loTCH
constitueix, en molts casos, I’Gnica opcidé en algunes malalties (leucémies, anémia aplastica,
malalties genétiques). No obstant, les pautes que s’utilitzen com condicionament convencional
en els TCH (basicament ICT i ciclofosfamida) per tal d’immunosuprimir i eradicar les c¢l-lules
malignes son mal tolerades i, en gran part, responsables de la mortalitat precog relacionada amb
el TCH, sobretot en pacients d’edat avangada, pacients que han presentat una toxicitat intensa
amb la quimioterapia convencional o bé pacients que ja han estat trasplantats préviament. El
trasplantament autoleg o autoTCH és el més utilitzat en la majoria de malalties hematologiques
o malignes. Té menys complicacions post-trasplantament ja que 1’empelt autoleg és més rapid
que I’al'loTCH i no s'esdevé GVHD. En aquest cas no fa falta I'immunosupressio, pero té el risc
de reintroduir cel-lules malignes, ja que les cél-lules que es reinfonen son les del mateix pacient.
El risc de recaiguda del trasplantament autoleg també és més elevat degut a 'abséncia de 1'efecte
de GVL (la cellularitat immunocompetent derivada de I'empelt té efecte antitumoral), que si
tenen els al-loTCH. El TCH isogénic o isoTCH, té lloc entre bessons genéticament idéntics o
univitelins (2% del total dels trasplantaments). Quan el donant és d’una altra espécie parlem

d’un trasplantament xenogénic.

5.2. Quimerisme. Models experimentals per I’estudi del quimerisme hematologic

El terme quimera deriva d’una criatura de la mitologia grega (chimaira) que escopia
foc, tenia cap de lled, cua de serp i cos de cabra. En biologia, una quimera es defineix com un
organisme que té poblacions cel-lulars d’individus diferents. En genética, una quimera és un
individu que és portador de caracters propis de 2 genotips diferents. En el camp de la
radiobiologia i el trasplantament s’utilitza el terme quimera per descriure un organisme
(receptor) el sistema hemopoctic del qual deriva parcial (quimera mixta) o totalment (quimera
completa) d’un altre individu donant. El terme quimera diferencial s’utilitza per indicar els
nivells d’empelt a les diferents poblacions cel-lulars hemopoétiques (limfocits B, ceél-lules T,
macrofags, eritrocits) d’un individu trasplantat. La primera descripcié de quimerisme rau del

1945 (73).
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Existeixen varies técniques per la deteccio 1 quantificacié del quimerisme, les quals
utilitzen marcadors citogenétics, bioquimics i immunologics.

El primer meétode per la identificacié de cel-lules del donant al receptor trasplantat
rau al 1956. Es realitzava un examen citologic de les metafases per analitzar la preséncia del
marcador T6 (translocacié cromosomica induida per irradiacid entre els cromosomes 14 i 15)
present a les cél-lules del donant. Es tractava d’una técnica molt laboriosa i a més, podria ser
que la anormalitat cromosomica conferis un desavantatge competitiu respecte les cél-lules
normals.

Un métode molt més recent per analitzar quimerisme es basa en la deteccio de les
cel-lules del donant a MO de receptors histocompatibles perd de sexe contrari mitjangant la
deteccid del cromosoma Y per hibridacio in situ (55) o bé mitjangant PCR de seqiiéncies
especifiques del cromosoma Y o bé mitjancant Southern blot (74). No obstant, podria existir
el problema del rebuig de les cél-lules del mascle (antigens codificats pel cromosoma Y) per
part de les femelles.

També s’han utilitzat animals transgeénics per monitoritzar ’empelt a ratolins
trasplantats. Les seqiiéncies d’ADN introduides al genoma dels ratolins transgénics serveixen
com a marcadors genétics per detectar les cél-lules del donant repobladores. No obstant
aquesta técnica té una limitacid, només es pot utilitzar per a mesurar empelt de cél-lules
nucleades, excloent la possibilitat de monitoritzar el quimerisme als eritrocits.

Els marcadors bioquimics més utilitzats es basen en la deteccié de diferéncies
enzimatiques en ’anhidrasa carbonica (AC) o en les formes murines de 1’enzim glicolitic
fosfoglicerat quinasa (PGK) o la glucosa fosfat isomerasa (GPI), o bé en la deteccio de
polimorfismes de 1’hemoglobina (Hb); en totes les situacions les diferéncies seran revelades
per electroforesis. L’AC i I’Hb, sén dues proteines especifiques dels eritrocits per tant, no es
podran utilitzar per mesurar empelt als altres llinatges hemopo¢tics. Els enzims PGK i GPI,
s’expressen a tots els llinatges hemopocétics (75).

Els marcadors immunologics utilitzen diferéncies en els antigens de membrana
cel-lular entre donant i receptor, que son detectats mitjangant anticossos monoclonals.
L’analisi per citometria de flux dels antigens de membrana CD45.2 i CD45.1 (isoenzims) es
va desenvolupar com un métode per detectar quimeres a llarg termini entre soques de ratolins
congenics que presenten diferéncies al-leliques en 1’expressio de les molécules de superficie

CD45.1 1 CD45.2 (originalment, Ly 5.2 i Ly 5.1, respectivament) (76).
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Les soques de ratolins utilitzades en aquest treball, B6.SIL-Ptprc*Pep3’/Boyl
(CD45.1) i C57BL/6J (CD45.2) son MHC identiques, es diferencien en el locus Ly5 (CD45),
localitzat al cromosoma 1. Es tracta d’un antigen diferencial de cél-lules nucleades que
presenta dues formes proteiques que pertanyen a una familia d’enzims reguladors del
creixement cel-lular: un receptor de tipus C amb activitat tirosina fosfatasa (Piprc®) i la
peptidasa 3 (Pep3”). Actualment és un dels models animals més utilitzat en estudis de
trasplantament isogénic. L Unic inconvenient que presenta €s que la proteina CDA45 i els seus
respectius isoenzims només s’expressen en les cél-lules nucleades (60). Per tant, no es pot
mesurar el quimerisme a la série eritroide.

El marcatge retroviric de les cél-lules hemopoétiques del donant també s’ha utilitzat
per avaluar el quimerisme, entre altres aspectes (veure apartat 9, Introduccid). Tenint en
compte que el marcador retroviric s’integra aleatoriament a ’ADN, es podra analitzar la
clonalitat de la progénie derivada d’una cé¢l-lula progenitora marcada inicialment. La
preséncia de cél-lules madures de tots els llinatges hemopoétics portadors d’una forma
proviral al mateix lloc d’integracié cromosomica demostra que la cél-lula inicialment marcada
tenia capacitat multillinatge. La técnica del marcatge retroviric té el desavantatge que només
es podran estudiar els clons infectats i teoricament no tenen perqué representar la totalitat de

la poblacio de cel-lules repobladores del donant.

6. Dany hemopoétic induit per les radiacions ionitzants

A I’ambit de la radioterapia les radiacions més utilitzades son 1’electromagnética i les
fonts d'electrons accelerats. L'electromagnética es caracteritza perque el fotd incident té
energia suficient per “arrancar” un electrd de I’estructura atomica i sortir amb una energia
inferior. El resultat és la formaci6é d’ions altament reactius que es transformen en radicals
lliures. Aquests tultims son els responsables directes de la major part del dany biologic produit
per les radiacions, juntament amb la formacié de peroxid d’hidrogen en presencia d’oxigen
molecular. Les fonts d'electrons accelerats s'utilitzen menys, soén particules atomiques
carregades negativament i amb una massa molt petita. Quan so6n d'origen natural
(desintegracions) s'anomenen particules f3.

Ateés que en la composicié de 1’ésser viu el 60-90% ¢€s aigua, la importancia que té la
ionitzacié d’aquesta és basica. Aproximadament el 50% dels efectes biologics de les
radiacions seran conseqiiéncia de la ionitzacio de 1’aigua (efecte indirecte), i 1’altra meitat

seran efectes directes; és a dir, derivats de la ionitzacid directa d’altres molécules.
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En general, les poblacions cel-lulars sotmeses a una irradiaci6 poden patir els
fenomens segiients: retard en la divisio cel-lular, mort mitotica i mort intermitotica, de menys
a més dosi de radiacié rebuda. Des del punt de vista radiobiologic, a banda de les multiples
alteracions en la fisiologia de la cél-lula que puguin generar les radiacions, la lesio es
considera letal només quan la cél-lula perd la seva capacitat per proliferar. Partint d’aquest
criteri, el concepte de radiosensibilitat cel-lular representa la probabilitat que la cél-lula mori
quan intenti dividir-se, independentment del temps que trigui per fer-ho. Les corbes de
supervivencia representen una eina per comparar la radiosensibilitat de les diferents
poblacions cel-lulars. S’hi descriu la relacio entre la dosi d’irradiacié administrada i la fraccio
de cel'lules que sobreviuen (mantenen la seva capacitat proliferativa).

Igualment, si bé el dany sobre el teixit no pot ser mesurat en termes de superviveéncia
cel-lular, si que pot ser expressat com una pérdua de la seva funcié. De manera general, la
radiosensibilitat dels teixits és directament proporcional al grau d’activitat proliferativa i
inversament proporcional al grau de diferenciacié. Es a dir, dins d’un teixit, les cél-lules
diferenciades, amb activitat mitotica nul-la o escassa, sobn més radioresistents que les cél-lules
indiferenciades en proliferacio activa. Aquest fet és evident en el teixit hemopoétic (77, 78),
on els progenitors més indiferenciats son els més resistents i a mesura que es diferencien soén
més radiosensibles.

El teixit hemopocétic es caracteritza per tenir una radioresposta (temps que triga la cél-lula a
manifestar les alteracions induides per la irradiacio) rapida, és a dir, expressa a curt termini
els efectes toxics de la irradiacio.

Les corbes de supervivéncia representen una eina per comparar la radiosensibilitat de
les diferents poblacions cel-lulars. S’hi descriu la relacido entre la dosi d’irradiacio
administrada i la fraccio de cél-lules que sobreviuen. Cada tipus cel-lular a unes determinades
condicions té una corba de supervivencia caracteristica definida per uns parametres Do, n i Dg
caracteristics. La Dy representa la dosi (Gy) necessaria per reduir la supervivéncia de la
poblacio al 37% respecte el valor inicial. La n i la Dy s’associen a la capacitat de reparacio6 del
dany radioinduit i representen el nombre de dianes que és necessari assolir per produir la mort
cel-lular i la dosi a la que I’acimul de les lesions subletals comenga a ser important,
respectivament. Segons aquests parametres es pot afirmar que una poblacié cel-lular amb un
valor de Dy petit sera més radiosensible que una poblacié cel-lular amb un Dy major.
Igualment una n i una Dy altes indicaran que aquella poblacio té una capacitat per reparar les

lesions subletals superior a una poblacié amb una n o D, baixes.
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6.1. Efectes de les radiacions a ’organisme. Sindromes de la irradiacié

Quan un organisme pateix una dosi adequada d’ICT apareixen un conjunt de
simptomes que s’agrupen en els anomenats sindromes d’irradiacié total. Primer apareix
I’anomenada malaltia de la radiacid, que s’inicia durant 1’exposicid o poc després i es
caracteritza per cefalea, vertigen, vomits, diarrea, etc. Tot seguit, s’inicia la fase de laténcia,
on I’organisme no presenta cap simptoma pero s’estan produint canvis degeneratius cel-lulars
i respostes proliferatives, per compensar i reparar les lesions. Després comencen a aparcixer
els simptomes propis de cada sindrome. Finalment, 1’animal mor o es recupera de les lesions.

El temps de supervivéncia i la causa de la mort depén de la magnitud de la dosi d’irradiacio.

En la majoria de mamifers es poden diferenciar tres tipus de sindrome:

1) A dosis de 2000-10000 cGy la mort es produeix per sindrome neurologica.
Els animals moren al cap de poques hores de la irradiacid. Se suggereix que
pot ser degut a un edema cerebral resultant en una hipertensié endocranial
amb resultat de coma i aturada cardio-repiratoria.

i) A dosi entre 1000-2000 cGy té lloc la mort per sindrome gastrointestinal. La
radiaci6 afecta principalment les cél-lules del revestiment de les vellositats de
la mucosa intestinal, que acaben desapareixent. L’animal mor els primers 4-5
dies després de la irradiacio.

iii) A dosi moderades (a partir de 900 Gy i fins a 1000 Gy) els animals moren per
sindrome hemopoctica. Aquesta sindrome es caracteritza per una aplasia
parcial o total, depenent de la dosi de radiacié rebuda, del teixit hemopoétic,
que provoca la mort dels animals en un periode compres entre els 7 fins als 30

dies després de la irradiacio.

El sistema hemopoctic és extremadament radiosensible. Com a conseqiiéncia de la
irradiacid, I’activitat proliferativa de les cél-lules progenitores es veu sensiblement reduida,
disminueix la produccié de cél-lules madures i aixo es tradueix després d’uns dies (quan les
cél-lules madures comencen a morir) en un descens en el nombre de cél-lules funcionals
(citopenia) presents a la sang periférica (SP). Durant aquest periode 1’organisme queda

exposat a infeccions oportunistes i hemorragies que poden conduir a la mort.

28



Introduccio

De manera espontania i sempre que la irradiacié no suposi la desaparicié completa de
totes les CMH (dosi superiors a 15 Gy), la poblacié de ceél-lules progenitores residuals
comengara a dividir-se fins a repoblar tots els compartiments que formen el teixit hemopoétic.
Ara bé, molt sovint el problema no consisteix en la manca de cel-lules mare sin6 en el fet que
la recuperacié hematologica és massa lenta per evitar la mort per sindrome hematologica. Es a
dir, les cél-lules mare residuals no sén capaces de proliferar a una velocitat i/o quantitat
suficient per generar un nombre adient de cél-lules madures funcionals que minimitzi el
periode de risc per a 1’organisme.

D’altra banda, I’eficacia clinica del tractament amb radioterapia (i/o quimioterapia) de
moltes malalties, entre elles les neoplastiques, es correlaciona amb la intensitat de dosi
utilitzada. En canvi, la toxicitat que genera sobre el sistema hemopoétic limita la duracio i

intensitat del tractament.

7. Necessitat de condicionament per I’empelt de les cél-lules trasplantades. Problematica
oberta.

Els tractaments preparatoris (condicionament) previs al TCH normalment impliquen
donar altes dosis de radioterapia (acompanyada o no de farmacs quimioterapics), la qual és
mielosupressora i altament toxica. A pesar dels greus efectes secundaris derivats dels

tractaments preparatoris, el condicionament es considera essencial per les segilients raons:

1) En cas de malalties malignes, per eliminar o almenys reduir les cél-lules neoplasiques
del pacient.

i) En cas d’un al'loTPL, per immunosuprimir ’hoste i evitar el rebuig de les cel-lules
trasplantades per part del sistema immune de 'hoste.

i) Per deplecionar les cél-lules hemopoctiques del MO del receptor. Alguns estudis
indiquen que, per afavorir ’empelt de les cél-lules infoses, cal aplicar tractaments
citoreductius previs al trasplantament per crear espai fisic (“ninxols hemopoétics™) a

la cavitat medul-lar.

Dos possibles tractaments per pacients amb malalties genétiques del sistema
hemopoctic tractables amb un TCH sén: un al-loTPL histocompatible i un trasplantament
autoleg amb cél-lules hemopoétiques modificades gencticament. Comparat amb el
trasplantament al-logénic, la transferéncia génica a CMH autologues té 1’avantatge que
probablement no caldra immunosuprimir perqué no es donara rebuig de I’empelt ni GVHD i,

a més, no existira la limitacioé en aconseguir un donant histocompatible.
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No obstant, encara no esta clar si perqué empeltin les cél-lules autologues transduides
fa falta tractament citoreductiu i, si és aixi, quina és la millor estratégia. Es una qiiestié molt
important ja que, per desgracia, la major mortalitat relacionada amb el periode immediat al
post-TCH és deguda a la toxicitat del condicionament. Després la mortalitat es produeix
sobretot per recaigudes (autoleg) o per GVHD (al-logénic). Tot i aix0d, hi ha varis autors que
accepten que els régims preparatoris son necessaris per 1’empelt de les cél-lules trasplantades,
inclis en trasplantaments autdlegs, en aquest cas no tant per evitar problemes immunologics
com per reduir la competicid per part de les cél-lules hemopoétiques endogenes del receptor.
Com s’ha comentat a 1’apartat anterior, els primers estudis, als anys 60, per la identificacié de
les cél-lules del donant es basaven en l’analisi citogenética del cromosoma Y o de les
translocacions cromosomiques induides per irradiaci6. Takada i col, varen ser els primers
investigadors que varen comparar 1’empelt de cel-lules del MO a ratolins irradiats i no
irradiats. Contrariament al que es va observar en animals irradiats, en els no irradiats no es
detectaren cél-lules marcades (79, 80). Posteriorment altres investigadors varen obtenir
resultats similars (81).

M¢és endavant, altres grups si han aconseguit empelts de cél-lules hemopoétiques
autologues o isogéniques en animals no condicionats (ratolins, gossos i conills). Brecher i col
analitzant el cromosoma Y a ratolins femella trasplantats detectaren empelt (16 a un 25%) a
ratolins no condicionats de 2 a 13 setmanes post-trasplantament de 40 x 10° de cél-lules per
infusié durant 5 dies (infusions) consecutius (82). Obtingueren resultats similars quan es va
determinar electroforéticament les variants de PGK utilitzades per la identificacié de les
cél-lules del donant i del receptor. Saxe i col, utilitzant un procediment similar, trobaren
empelts de 1’ordre de 0-16 % al MO i melsa dels ratolins receptors fins 6 mesos després del
trasplantament (83). A més, ambdds grups observaren que en alguns casos, el percentatge de
quimerisme augmentava amb el numero d’infusions i era independent de I’estimulacié amb
factors de creixement de I’hemopoesi dels donants i/o receptors.

L’aparici6, als anys 80, dels méetodes de transferéncia geénica utilitzant vectors
retrovirics 1 de técniques de biologia molecular més sensibles per la deteccid de marcadors
genetics, permet estudiar de manera més eficient aquestes qiiestions. En un model cani, Carter
i col, varen descriure empelts similars de cél-lules hemopoétiques transduides amb el gen que
confereix resisténcia a la neomicina en gossos que no varen rebre condicionament comparat
amb gossos sotmesos a una dosi d’irradiacié corporal letal (84). No obstant, en ambdds casos
el percentatge de cel-lules del donant va disminuir fins a 1’1% als 10-21 mesos després del

trasplantament.
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En un estudi on es varen infondre diariament durant 5 dies consecutius un elevat
numero de cél-lules (40 x 10°dia) del MO de ratolins mascles a femelles sense condicionar,
Stewart i col observaren que fins un 46% de les cél-lules del MO eren del donant 10-12 mesos
post-trasplantament (85). En un treball similar, on tan sols es va infondre una dosi tinica de 20
x 10° de céllules de donants mascles a femelles normals, 8 setmanes després del
trasplantament, aproximadament un 10% de les CMN del MO eren del donant (86). En un
treball més recent amb gossos, el grup de Bienzle i col, utilitzant un protocol de transduccio
diferent a ’anterior (3 setmanes de durada), detecten un percentatge més elevat de cel-lules
del donant (fins un 20%) que perduren durant 2 anys després de la infusié als receptors no
condicionats (87). Schiffmann i col també descriuen I’empelt de cél-lules transduides (5%)
amb el gen de la glucocerebrosidasa infoses a ratolins no condicionats, 6 mesos després de la
infusio (88).

En un altre estudi, vuit gats amb mucopolisacaridosis (MPS) tipus VI d’edats
compreses entre 2-12 setmanes varen rebre un trasplantament autoleg amb cél-lules
transduides. Tant si els receptors havien rebut condicionament previ al trasplantament com
no, s’observa persisténcia a llarg termini (31 mesos) de les cé¢l-lules transduides. No obstant,
els nivells d’activitat enzimatica eren baixos i no es va poder observar cap benefici clinic (89).
Existeix un treball on realitzen transferéncia génica amb vectors retrovirics in vivo a conills
no condicionats, injectant directament les linies productores de retrovirus a la cavitat
medul-lar del fémur del conill (90). Encara que a nivells molt baixos (prop de 1’1%) detecten
ARNm del vector a la SP dels conills durant 20 mesos després de 1’inoculacié. En un estudi
molt recent en un model muri de MPS tipus VII, trasplanten els receptors (no condicionats)
amb macrofags modificats genéticament amb el gen (3-glicuronidasa i 38 dies després de la
infusi6 observen preséncia de cel-lules transduides i es redueix significativament
I’emmagatzamatge de glicosaminoglicans, traduint-se en un benefici clinic important (91).

Altres estudis demostren que el condicionament, encara que sigui a dosis baixes,
afavoreix I’empelt de les cél-lules trasplantades. De totes maneres, no és incompatible el
concepte que hi hagi empelt en receptors no condicionats amb el fet que el condicionament
millori ’empelt hemopoétic. En un model cani es va comprovar que amb un tractament
condicionador mixt (ciclofosfamida o ICT), inclis a dosis subletals, millorava
significativament 1’empelt de cél-lules hemopoétiques autologues transduides (92). Més
endavant, el grup de Quesenberry (93) presenten un treball on infonen 40 x 10° de cél-lules de
ratolins mascles a femelles histocompatibles tractades amb dosis minimes d’irradiacié (de 50
a 100 cGy) i obtenen elevats percentatges de quimerisme del donant (40-100%) que es
mantenen estables de 2 a 8 mesos després de la infusi6. En un treball més actual amb micos,

Huhn i col, observen cél-lules nucleades transduides del donant (12%) fins a 33 setmanes
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després del trasplantament autoleg realitzat a receptors irradiats amb dosis subletals
d’irradiacio (500 cGy) (94).

Aquests resultats indiquen que segurament el grau d’empelt o de quimerisme ve
determinat majoritariament per la proporcio entre les cél-lules del donant i les del receptor, és

a dir, que hi ha una competicié entres elles (Fig.6).

NO IRRADIAT MINIMAMENT IRRADIAT

hoste donant

stem cell O .

cel diferenciada O O

Fig.6. Model d’empelt de CMH (stem cell) competitiu a (i) receptors normals (no irradiats) i (ii)
minimament irradiats. A dosis minimament mieloablatives, la creacié d’un espai fisic minim (“ninxol”)
al MO de I’hoste facilita la competici6é entre les CMH del donant i de I’hoste, ja que disminueix el
nombre de cel-lules endogenes. El grau de quimerisme obtingut vindra determinat per aquesta

competicio.
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Una altra qiiestié important per resoldre ¢és la influéncia sobre 1’empelt de la
manipulacio ex vivo (cultiu amb factors de creixement, 5-FU, transduccid retrovirica) de les
cel-lules abans de ser trasplantades en receptors no condicionats o condicionats amb dosis
minimament mieloablatives. Encara no esta clar fins a quin punt la manipulacié de les
cel-lules trasplantades redueix el potencial repoblador i de nidificacié de les CMH al MO, en
aquestes condicions. Una de les moltes aplicacions dels factors de creixement és la d’expandir
les CMH préviament al trasplantament o bé, afavorir I’entrada en cicle de les CMH per
optimitzar la transferéncia génica mediada per retrovirus. El grup de Quesenberry demostren
que les manipulacions que indueixen 1’entrada en cicle, com ara el pre-tractament dels ratolins
donants amb 5-FU, té efectes negatius en I’empelt després d’un TCH en ratolins no
condicionats (85, 95).

El mateix grup demostra que I’exposicio6 in vitro amb les citocines IL-3, IL-6, IL-11 i
SCF també disminueix la capacitat d’empelt de les cél-lules manipulades tant en receptors no
condicionats (96) com en receptors tractats a baixes dosis d’irradiacio (45). Més endavant,
Kittler i col avaluen I’empelt a llarg termini de cél-lules cultivades ex vivo amb les citocines
IL-3, IL-6, IL-11 i SCF i transduides amb el gen MDR trasplantades a ratolins no
condicionats (97). Catorze mesos post-trasplantament detecten empelt de cél-lules del donant
(9%) pero aquestes cel-lules no contenen el gen MDR. Aquests resultats suggereixen que
I’estimulacio6 a la divisio cel-lular per I’entrada del provirus redueix la capacitat LTR de les
cel-lules transduides (encara que hi ha altres interpretacions: una baixa eficiéncia de
transduccio a cel-lules amb capacitat LTR, o bé un rebuig immunologic de les cel-lules
transduides). No obstant, hi ha estudis en qué no es detecta pérdua en la capacitat d’empelt de

les cel-lules expandides o transduides (51, 98).

7.1. “Minitrasplantament”

En els trasplantaments al-logeénics convencionals habitualment s’apliquen altes dosis
de condicionament (quimioterapia i/o radioterapia) per intentar destruir el tumor i per prevenir
el rebuig de I’empelt. El condicionament amb irradiacié no evita la GVHD, per aixo caldra
donar tractament immunosupressor després del trasplantament. No obstant, com ja s’ha
comentat anteriorment, aquests tractaments sén molt toxics i tenen efectes secundaris,
especialment en pacients majors de 55 anys, pacients que han presentat toxicitat intensa amb
la quimioterapia convencional o pacients amb historia prévia de trasplantament. En aquests
casos, és obligat trobar pautes de condicionament menys toxiques. Per aquest motiu, en els
darrers anys, varis grups d’investigadors han estudiat pautes de condicionament menys

mielosupressores, métode anomenat “minitrasplantament” (99, 100).
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El “minitrasplantament” es basa en la utilitzacié d’immunosupressors potents
(normalment analegs de purines pel seu potent efecte antilimfocits T, entre altres) i dosis
baixes de tractament mieloablatiu (normalment ICT) abans del TCH. D’aquesta manera es vol
aconseguir I’establiment d’un quimerisme hemopoc¢tic mixt amb hemopoesi del donant i del
receptor. L’establiment d’aquesta quimera permet, en una segona fase, administrar infusions
de limfocits del donant (DLI) per afavorir I’efecte de I’empelt versus leucémia (GVL) i
eventualment aconseguir una quimera complerta. Aquesta estratégia s’ha aplicat a pacients
d’alt risc amb hemopaties malignes susceptibles a I’efecte del GVL (101). Una avantatge
important dels “minitrasplantaments” és que la incidéncia i gravetat del GVHD és menor que
en els trasplantaments convencionals.

La induccié de quimerismes hemopoctics ha estat molt ben estudiada en el model
muri. El grup d’llstad foren els primers en obtenir métodes per aconseguir la induccio de
quimerisme al-logénic hemopoétic en ratolins (102-104). No obstant, altres grups també han
presentat resultats interessants en ratolins (105), gossos (106) i primats no humans (107). Fins
ara, s’han aconseguit quimerismes hemopoétics mixts estables durant més d’un any en gossos
tractats amb una dosi baixa d’ICT (200 cGy), suggerint que s’ha aconseguit un estat de
tolerancia immunologica.

En el model autoleg, els primers estudis en humans presenten resultats molt
encoratjadors (108).

Els “minitrasplantaments” son potencialment aplicables al tractament d’hemopaties
malignes, malalties hemopocétiques genctiques no malignes (anémia de cel-lules falciformes,
anémia aplastica, i en general totes les susceptibles de ser tractades amb un TCH) i inclus en
tumors solids. A més, aquesta estratégia de trasplantament també pot tenir molt resso en la

induccio de tolerancia en trasplantaments al-logénics no hemopoétics i en terapia genica.
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III. Transferéncia génica a cél-lules hemopoétiques

8. Terapia génica

Es una estratégia terapéutica que consisteix en la utilitzacié de material genétic per
tractar o prevenir malalties d'origen hereditari com adquirides. Es presenta com una promesa
terapéutica d'utilitat en molts tipus de patologies que pot revolucionar la nostra concepcié de
la Medicina. L'aparici6é de la terapia génica ha estat possible gracies a la confluéncia de
I'avancament del coneixement en els camps de Biologia Molecular i Cel-lular, Genética,
Virologia, Bioquimica i Biofisica, entre altres (109).

Gairebé ning posa en dubte que la terapia génica €és una de les estratégies més
prometedores de les quals disposa la biomedicina actual. No obstant, el desenvolupament de
protocols clinics efectius evoluciona molt lentament. Entre els obstacles per superar hi ha:
I’estabilitat en I’expressio a llarg termini, la immunogenicitat del producte dels transgen i, en
el cas de la terapia génica hemopocética, la necessitat de condicionament.

El primer protocol clinic aprovat de terapia génica somatica comenga el setembre de
1990 en 2 nenes amb immunodeficiéncia greu combinada per deficiencia d’ADA (adenosina
desaminasa) (110). A partir de llavors, s’han aprovat més de 300 protocols clinics arreu del
moén. La conclusid principal d’aquests protocols és que la terapia génica té potencial per
tractar un gran nombre de malalties humanes i que el procediment sembla tenir pocs riscos de
reaccions adverses. Desafortunadament, 1’eficiéncia de transferéncia i expressid genica en els
pacients no és encara suficientment elevada (es discuteix més extensament a 1’apartat 10 de
I’Introduccio).

Existeixen dues categories de terapia génica somatica, les quals es distingeixen per la
via d’entrada del gen al teixit afectat (111):

i) Ex vivo, quan les cél-lules son transduides fora de 1’organisme. La terapia
génica ex vivo normalment es porta a terme amb cél-lules hematopocétiques,
limfocits T o cél-lules o teixits transplantables.

i) In vivo, quan el vector és injectat directament a la circulacid sistémica (encara
no existeixen exemples clinics d’aquesta categoria).

ii.1.)  In situ, quan el vector és inoculat directament al teixit afectat (ex., la
infusié de vectors adenovirics a la traquea i bronquis de pacients amb fibrosi
quistica, 1’injeccié del vector portador del gen de la distrofina directament al

muscul d’un pacient amb distrofia muscular, etc).
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8.1. Mecanismes de transferéncia génica

L'eleccio de la manera d’introduir un gen per a corregir un defecte esta condicionat
pel tipus de cel-lula escollida com a diana (sobretot per la seva capacitat de replicacid) i per la
naturalesa del defecte, la durada 1 el nivell de correccid necessaria.

Per la introduccié de material genctic a una cél-lula s’han desenvolupat diverses
técniques. Els procediments utilitzats van des dels métodes fisics i quimics per la introduccio
del gen(s) a la cel-lula (transfeccio) als meétodes que utilitzen vectors virics (transduccid). Els
sistemes de transfeccio més utilitzats es divideixen en:

i) Métodes quimics: la precipitacié en sals de Ca®", els complexos ADN-
liposomes, 1’endocitosi mediada per receptor: els complexos ADN-proteina,
els liposomes destinats, etc.

i1) Métodes fisics: 1’electroporaci6, la microinjeccio i el “cand de gens” (gene
gun).

Aquests métodes son segurs i relativament facils d’aplicar. No obstant, hi ha alguns
obstacles que impedeixen la utilitzacido d’aquests sistemes per aplicacions in vivo: no
presenten especificitat, I’eficiéncia de la transfeccio és baixa i, a més, I’expressié del gen
generalment és transitoria [ampliament revisat a (112)].

L’utilitzacié de vectors virics, per la seva eclevada infectivitat i eficiéncia, és
considerat el millor mecanisme per 1’introduccié de gens a gran escala. Al llarg de I’evolucid,
els virus s’han especialitzat en infectar les cel-lules (utilitzant el seu material genétic per fer-
se amb el control de la maquinaria molecular necessaria per la seva propia replicacid) i per

aquesta rad, estan dotats d’excel-lents mecanismes per a introduir-s'hi.

8.2. Els vectors basats en virus

Existeixen una varietat important de vectors basats en virus (adenovirus, retrovirus,
virus adeno-associats, etc) que son utilitzats com a sistemes de transferéncia geénica (113), les
propietats més importants dels quals es descriuen a la Taula 3.

Els vectors basats en els retrovirus son els més utilitzats en terapia geénica.
Aproximadament un 60 % dels protocols clinics aprovats utilitzen aquests vectors.
Actualment, els retrovirus sén els unics vectors utilitzats als protocols clinics amb cél-lules

hemopoctiques.
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PROPIETATS RETROVIRUS VIRUS ADENOVIRUS | VIRUS | LENTIVIRUS | FOAMY
MURINS (VLM) | ADENOASSOCIATS HERPES VIRUS
Titol (p.v.i./ml) 10°-10 10°-10"™ 10™-10" 1010 | 10%10% (*) [10%10°(*)
Genoma ARN ADNCcs ADNcd ADNcd ARN ARN
Integracio Si no sempre no no Si si
Insert (Kb) 6-7 24,5 7-36 10-100 8-9 9-10
Proliferacié requereix fase S no no no pero no perod
cel-lular mitosi requereix requereix facilita facilita
Patogenicitat potencialment no poc variable probab no
virus helper perillds patogénic perillés patogénic
Resposta inactivacio per ? immunogénica ? ? ?
hoste complement i inflamatoria (latent)

Taula 3. Propietats dels vectors virics (p.v.i., particules viriques infectives; cs, cadena senzilla; cd,
cadena doble; *, linies productores no estables).

No obstant, encara no existeix el vector ideal per a transduir les CMH. Aquest hauria

de complir les segilients caracteristiques:

)

Elevat titol viric (namero de particules viriques infectives x ml™).

Integrar-se al genoma de la cel-lula infectada (cel-lula diana) i expressar-se a

llarg termini.

Capacitat per empaquetar fragments grans de material genétic.

Transduir cél-lules quiescents.

No produir virus amb capacitat replicativa (virus salvatges o helper).

No activar la resposta immunologica de 1’hoste.

Tal i com s’observa a la Taula 3, cap vector compleix la totalitat de les

caracteristiques.
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8.3. Els retrovirus

La majoria de vectors retrovirics estan basats en el retrovirus de la leucéemia de
Moloney murina (VLMoMu). Es tracta d’un virus d’ARN de cadena senzilla (aprox. 9.7 Kb),
petit (80-120 nm de diametre) que pertany a la familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae
(114). Esta composat d’un envolta lipidica (derivada de la membrana cel-lular) on s’hi troben
inserides les glucoproteines codificades pel gen env del genoma del retrovirus. Aquestes
proteines estan formades per dos components: un transmembrana (TM) i I’altre extern, a la
superficie (SU), units per ponts disulfur (115). L’interior del retrovirus esta composat pel core
nucleoproteic i I’ARN (genoma). Les proteines estructurals internes, no glicosilades, son
codificades pel gen gag del genoma del virus. Son les proteines de la matriu (MA) de la
capside (CA) i de la nucleocapside (NC). La tercera regié codificant, pol/, dona lloc a la
transcriptasa reversa (TR), ’integrasa (IN) i la proteasa (PR). Les regions no codificants del
genoma viric inclouen, en primer lloc, la regié psi (y), localitzada a 5° de gag, que permet
I’empaquetament de I’ARN del retrovirus. En segon lloc, aquests gens es troben entre dos
elements repetitius, els long terminal repeats (LTR), que actuen d’elements
promotors/encebadors i dirigeixen 1’integracid i replicacié del genoma viric aixi com la
transcripcio de les proteines viriques (Fig.7.A). Tant els LTR com la regié ¢ cal que estiguin
en cis perqué es produeixi la integracid 1 encapsulacié per la formacié de les particules
viriques.

La infeccid, integraci6 i replicacié del retrovirus segueix un cicle de vida especific
(Fig.7.B). Després de la unid del virus als receptors cel-lulars, aquests son internalitzats (el
retrovirus perd I’embolcall i les proteines env). La transcriptasa reversa del virus s'encarrega
de produir una copia d’ADN de doble cadena del genoma viric. Aquest ADN arriba al nucli i
s’integra al genoma de la cél-lula (en fase de mitosi). Tots els processos segiients depenen de
la maquinaria molecular de la cél-lula infectada. El provirus integrat és transmes a tota la
progenie derivada de la cél-lula infectada. La cél-lula hoste produira I’ARN i les proteines
viriques utilitzant ’LTR 5* mentre que la poliadenilacié de I’ARN missatger tindra lloc a les
seqliencies 3” de LTR. L’encapsulacié de L’ARN i les proteines, produint-se les particules
viriques, té lloc a ’interior de la cél-lula. Seguidament els retrovirus sortiran a 1’exterior,
mitjangant un procés no litic de gemmacio, recoberts per membrana lipidica de la cél-lula

infectada.
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Fig.7. Estructura d’un retrovirus (A). Cicle vital d’un retrovirus (B). (7.A. v, seqiiéncia d’encapsidacio;
LTR, long terminal repeat; CA, capside; MA, proteines de la matriu; NC, nucleocapside; PR, proteasa,
RT, transcriptasa reversa; IN, integrasa; SU, component de superficie; TM, component transmembrana.
7.B. cs, cadena senzilla; cd, cadena doble).
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8.3.1. Vectors retrovirics recombinants

La produccié de vectors retrovirics recombinants és deguda a una estratégia ideada a
comencament dels vuitanta: les linies empaquetadores. Es tracta de linies cel-lulars
immortalitzades on s’ha introduit els tres gens basics gag, polienv (generalment de
VLMoMu) del retrovirus, pero, sense la regié d’encapsulacio y ni els LTR. Aquestes linies
podran fabricar ARN i totes les proteines del virus perd I'encapsulacioé d'aquest ARN no tindra
lloc ja que els transcrits generats no contenen la regid y[revisat ampliament per Miller
(116)].

La majoria de linies empaquetadores actuals deriven de les cél-lules fibroblastiques
murines NIH/3T3 i en menys proporcidé de les cél-lules humanes 293 (epiteli de ronyo
embrionari). No obstant, continuament es van desenvolupant linies empaquetadores més
efectives (117).

Quan el vector retroviric, constituit per una o més seqiiéncies d’interés flanquejat pels
dos LTR 1 la seqiiéncia 1, s’introdueix a la cél-lula empaquetadora, aquesta sintetitza I’ARN i
les proteines estructurals viriques i només és capag encapsular I’ARN amb el gen d’interés ja
que ¢és I’unic transcrit que conté la regid 9. Aquestes cel-lules s’anomenen productores de
vectors (Fig.8). En condicions optimes, els sobrenadants de les linies productores de vectors
contenen entre 10° i 107 particules viriques infectives x ml™.

Els vectors generats poden infectar i integrar-se al genoma de cel-lules diana, perqué
posseeixen totes les propietats necessaries per a fer-ho. No obstant, al no contenir els gens
virals basics (gag, pol i env), no tenen capacitat replicativa.

Un dels problemes que presenten els vectors retrovirics és la limitacié de la mida del
gen que poden incorporar (7 Kb), aixo fa que generalment s’utilitzi ADN¢ enlloc del gen amb
la seva estructura completa d’exons i introns. Una altra caracteristica dels retrovirus és que
tansols poden infectar cel-lules que s’estiguin replicant activament (118), fet que suposa un
problema important quan es volen infectar cél-lules quiescents, com ara les CMH. A 1’apartat
10 de I’Introduccid es comenten ampliament les estratégies desenvolupades per tal de poder
transduir eficientment les CMH utilitzant vectors retrovirics. L'avantatge principal dels
vectors retrovirics €s 1’elevada eficiéncia d’infeccid i integracio a cél-lules en divisio. No
obstant, existeixen dos problemes addicionals: la mutagénesi per insercio i la produccio
potencial de virus recombinants amb capacitat replicativa (virus helper o salvatges).
L’integraci6é no especifica (aleatoria) del retrovirus al genoma de la cél-lula hoste podria

alterar gens cel-lulars (ex., gens supressors de tumors).
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L’altre problema potencial dels retrovirus la seva capacitat de recombinaci6 i de
produir virus salvatges durant la produccié dels vectors recombinats una vegada integrats a la
cel-lula diana. Per minimitzar aquest problema, s’han generat linies empaquetadores que, en
primer lloc, separen els gens virals en 2 plasmidis independents i, en segon lloc, presenten
varies delecions i mutacions que redueixen I'homologia entre seqiiéncies del vector i dels
elements d'empaquetament. D’aquesta manera, perqué es generin virus helper haurien

d’esdevenir-se multiples recombinacions (116).

I — ]

5 LTR ADNc 3'LTR
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Fig.8. Produccio de vectors retrovirals per part de les cél-lules empaquetadores. La cél-lula
empaquetadora conté gens estructurals (gag, env) i les funcions enzimatiques (po/). La transfecciéo d’un
plasmidi que conté els LTR virics, el senyal 1 i 1’ADNc d’interes, produeix 1’encapsulaciéo d’'un ARN
genomic amb la seqiiencia d’interes.
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8.3.2. El receptor ecotropic de VLMoMu

Els retrovirus de la subfamilia Oncovirinae, concretament el VLMoMu, estan
envoltats per un fragment de membrana lipidica que conté una elevada concentraci6 de la
proteina env gp70 (SU), la qual s’uneix a receptors especifics de la cél-lula hoste, determinant
aixi el seu espectre d’infeccio. Existeixen dues variants naturals del VLMoMu, l'ecotropica i
'amfotropica, que presenten diferent proteina env i reconeixen receptors cel-lulars diferents.

La proteina gp70 dels retrovirus ecotropics s’uneix a un transportador cel-lular
d’aminoacids cationics, CAT-1(115). CAT-1 va ser clonat el 1989 (119). Es una proteina de
membrana de 622 aminoacids (67 KD) que conté almenys 14 dominis transmembrana.
Tansols una variacié de 2 aminoacids al lloc d’unié a gp70 de la proteina CAT-1 murina
respecte la mateixa proteina en humans, restringeix 1’uni6 dels retrovirus ecotropics a les
cél-lules de ratoli (120) (Fig.9). Funcionalment, es tracta d’un transportador d’aminoacids

cationics independent de sodi (121).

domini d’unid
SU

N
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NH2J U = v(/du \/C\OOH

Fig.9. Receptor ecotropic (CAT-1) del VLMoMu.
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Per altra banda, el 1994 es va clonar el gen del receptor dels retrovirus amfotropics
(122). La gp70 dels retrovirus amfotropics s’uneix a Pit-2, una proteina transportadora de
fosfats present a moltes espécies de mamifers incloent els humans, primats no humans, gossos
i ratolins (Taula 4).

Mentre que els vectors retrovirics ecotropics transdueixen de manera eficient les
cel-lules hemopoctiques de ratoli (51, 123, 124), la transduccié de les CMH humanes i de
primats no humans amb els vectors amfotropics és baixa (10, 125-127). Hi ha certa evidéncia
que D’eficiéncia de transduccié de les CMH dependria en part de la densitat de receptors
presents a cél-lules (128). S’ha comprovat que el nivell d’ARNm del receptor ecotropic
present a les cél-lules hemopocétiques murines és considerablement més elevat que el nivell de

missatger de Pit-2 present a les CMH humanes.

8.3.3. El pseudotipatge. Noves solucions en I’enginyeria de vectors

Per tal de poder solucionar el problema anterior, s’han desenvolupat els vectors
pseudotipats, els quals es basen en la substitucié del gen env propi pel d'un altre virus. Per
exemple, s’ha substituit el gen env del vector amfotropic basat en el VLMoMu i s’ha creat un
vector pseudotipat amb 1'env del virus de la leucémia del gibo (GALV) (129). Amb aquest
vector pseudotipat s’aconsegueix transduir més eficientment CMH humanes que amb els
vectors amfotropics convencionals (130, 131). Aquest fet s’atribueix a una expressio més
elevada del receptor funcional de la proteina env de GALV (Pit-1) a les cél-lules
hemopoctiques primitives que del receptor amfrotopic, Pit-2 (Taula 4).

Un altre vector retroviric pseudotipat utilitza la proteina G del virus de I’estomatitis
vesicular (VSV-G) en combinacié amb les gens gag i pol del VLMoMu (132). Aquest vector
té la propietat de poder infectar qualsevol cél-lula ja que la proteina G és fusogeénica i s’uneix
als fosfolipids de la membrana cel-lular. A més, el vector (degut a que la proteina G és molt
estable) té la particularitat de poder-se concentrar per ultracentrifugacié fins a titols de fins
10° particules viriques infectives x ml" (133). De totes maneres, aquest sistema no ha millorat
els resultats de transduccié de CMH humanes obtinguts utilitzant els vectors pseudotipats amb

el gen env del GALV (134)(veure apartat 10, Introdruccio).
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env RECEPTOR FUNCIO ESPECIES
ecotropic EcoR Transport aa cationics Ratoli
amfotropic Pit-2 Canal fosfat Ratoli i
PA317 (Ram-1) Huma
GALV Pit-1 Canal fosfat Primats

(PG13)  (GLVR-1)

VSV-G Fosfolipids =~ Component membrana Ubiquo
Taula 4. Receptors cel-lulars de la proteina env dels retrovirus.

Recentment, varis grups d’investigadors estan creant vectors hibrids que combinen
elements de dos o més sistemes virics per tal d'augmentar 1'estabilitat de 1’expressid génica
(135). Per exemple, Zheng i col han dissenyat un vector hibrid adenovirus-retrovirus amb el
que han obtingut resultats molt prometedors (136).

Una de les ultimes aportacions en el camp dels vectors son els lentivirus (137, 138).
Aquests vectors, basats en el VIH-1 huma, el FIV, SIV o d'altres, no requereixen que les
cel-lules estiguin en divisid per infectar-les. Per tal de no restringir el seu tropisme a les
cél-lules T o monocits s’han pseudotipat amb el VSV-G. Hi ha varis treballs on, utilitzant
vectors basats en VIH, obtenen elevats nivells de transduccidé en progenitors hemopoctics
humans (CD34"CD38"") amb capacitat de repoblaci6 a llarg termini en ratolins NOD/SCID
(139, 140) amb percentatges similars als obtinguts amb vectors retrovirics convencionals

(141).

8.3.4 El silenciament de I’expressio génica

L’expressio estable i a llarg termini del transgen és una de les propietats desitjables
d’un vector, sobretot en el cas de malalties genétiques en qué es persegueix una correccid
definitiva. No obstant, un dels problemes que presenten els vectors retrovirics (basats en el
VLMoMu) és la tendéncia a la pérdua de l'expressio del gen. Aixo és degut a que els
promotors (LTR) del VLMoMu, que son rics en illes CpG, son susceptibles d’ésser metilats i
conseqiientment es silencia la transcripcié génica. L’incidéncia d’aquest fenomen en els
vectors derivats de VLMoMu és elevada (142). Per reduir aquest problema es poden utilitzar
vectors amb els LTR del murine embryonic stem cell virus (MESV) fet que augmenta

I’expressi6 en cel-lules mare embrionaries murines (143).
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Els vectors amb el promotor del murine stem cell virus (MSCV) augmenten la durada
de I’expressio del transgen en cél-lules hemopoctiques primitives (144). Baum i col, han creat
un promotor hibrid (FMEV), que ¢és I’utilitzat en aquest estudi, que combina la regié U3 de
LTR del virus SFFV (spleen focus forming virus) amb la regio leader de MESV i demostren
que augmenta I'expressio del transgen (MDR-1) als progenitors mieloides i a la CMH (145).
En aquest mateix sentit, Halene i col, han modificat el promotor del VLMoMu i n’han
construit un altre anomenat MND (myeloproliferative sarcoma virus enhancer, negative
control deleted, dl587ref primer-binding site substituted) que dirigeix 1'expressio geénica de
forma més eficient que el promotor de VLMoMu (124). A més, els promotors MND i FMEV

podrien ser menys susceptibles de ser metilats que els basats en el VLMoMu.

9. Marcatge génic. Eina d’estudi de la biologia de la CMH

Les técniques de marcatge génic son molt utils per adrecar qiiestions importants en el
camp de I’hematologia, la immunologia i la biologia del trasplantament. Pel marcatge génic
s’utilitzen els vectors virics perque interessa que les ceél-lules es marquin eficientment i perqué
les cél-lules marcades puguin ser detectades, tant in vitro com in vivo, ja sigui per la propia
seqiiéncia o per la proteina que codifica. Degut que els vectors retrovirics s’integren al
genoma de la cél-lula, son els més utilitzats en els estudis de marcatge génic. No obstant, tal i
com es comenta a 1’apartat 8.3.1. de la Introduccid, els vectors utilitzats no han de tenir
capacitat replicativa ja que el marcador podria ser transferit d’una c¢l-lula a I’altra, no només
per raons de seguretat sind per la possible interpretacio erronia dels estudis de marcatge.

En hematologia, la major part d’estudis de marcatge génic han estat utilitzats per a

contestar, basicament, tres qiiestions de la biologia del trasplantament:

i) Quin és el desti o la cinctica de repoblacié in vivo de poblacions cel-lulars
procedents de diferents fonts (per exemple de MO, SP mobilitzada o SCU) o
manipulades ex vivo (per exemple, cel-lules hemopoétiques expandides)?.

i) Les cél'lules tumorals que contaminen el MO o la SP contribueixen a la
recaiguda després d’un trasplantament autoleg?.

i) Quina és la seguretat i eficiéncia de les técniques actuals de transferéncia
geénica in vivo abans que aquestes técniques s’utilitzin en clinica humana per a

transferir gens terapéutics?.
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A més el marcatge génic s’ha utilitzat per:

iv) Estudiar el comportament i la contribucié de les cel-lules mare després del
trasplantament (estudis de clonalitat).

V) Optimitzar els protocols de transducci6 dels progenitors hemopocétics.

vi) Possibilitat de seleccid de les cél-lules d’interés (seleccid positiva) préviament

al trasplantament.

Els estudis de marcatge génic de cél-lules hemopoctiques revelen informacio de gran
interés sobre el comportament de les CMH. En el passat només es disposava de marcadors
clonals com les aberracions cromosomiques induides per radiaci6. Els vectors retrovirics
proporcionen un metode de marcatge molt més senzill, estable i eficient. La integracio dels
vectors en els cromosomes de la cél-lula infectada és aleatoria, de manera que la progenie
d’una CMH pot ser identificada facilment pel seu punt o punts d’integraci6. Aixi doncs, la
preséncia de cel-lules madures de diferents llinatges hemopoétics portadores del gen marcador
en el mateix lloc d’integracié demostra que la cél-lula marcada inicialment tenia capacitat
multillinatge. En canvi, la preséncia d’un mateix marcador només en determinats llinatges
identifica a una cel-lula progenitora més madura. En els ultims anys s’han desenvolupat
técniques, basades en la PCR o el Southern, per estudiar aquesta clonalitat (146).
Concretament, en el model muri, s’han diferenciat 2 fases durant la regeneracid de
I’hemopoesi post-trasplantament: un primer interval de 4-6 mesos amb una marcada
fluctuacid de clons i un altre, molt més llarg, amb una activitat estable només d’uns quants
clons (model de successio clonal) (147). Recentment, hi ha evidéncies que aquest model

també seria valid per cél-lules humanes (SCR) (12).

9.1. Gens marcadors

En un estudi de marcatge el gen marcador no hauria de tenir cap impacte, ni positiu ni
negatiu, a la cél-lula diana, en termes de supervivéncia, proliferacié o diferenciacid. Els
marcadors utilitzats en els primers estudis de marcatge foren els gens bacterians que
confereixen resisténcia a antibiotics, com ara el gen de la neomicina fosfotransferasa (neo) o
els que proporcionen resisténcia a la higromicina i la puromicina. No obstant, aquests gens
codifiquen per proteines foranes per I’organisme i existeix la possibilitat que es desencadeni
una resposta immunologica contra aquesta proteina (s’entén que un marcador ideal no hauria

de codificar per proteines immunogéniques).
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També s’ha utilitzat sovint el gen de multiresisténcia a farmacs (MDR-1). Entre altres
estudis, s’ha descrit que I’administracio de taxol a dosis baixes a ratolins trasplantats amb
cel-lules transduides amb el gen MDR-1 permet una seleccié in vivo (148). També s’han
utilitzat els enzims P-galactosidasa, luciferasa i fosfatasa alcalina per la identificacio de
cel-lules transduides amb retrovirus. No obstant, en el cas per exemple de la [3-galactosidasa,
I’activitat endogena de 1’enzim o d’altres enzims que degradin el mateix substrat presents a
altres cel-lules, podria falsejar els resultats.

La baixa eficiéncia de transduccio de les CMH podria ser compensada per una
seleccid de les cel-lules transduides. La seleccid de les cél-lules primaries marcades amb gens
que confereixen resisténcia a farmacs requereix el cultiu de les cél-lules ex vivo durant dies o
setmanes (en aquest temps de cultiu les ceél-lules es diferenciaran). Utilitzant gens marcadors
que codifiquen per proteines detectables per citometria de flux o técniques
immunohistoquimiques, es pot dur a terme una seleccio més rapida de les cel-lules
transduides, evitant els problemes anteriorment comentats. Per exemple, la forma truncada del
receptor de baixa afinitat del factor de creixement nerviés huma (LNGFR) ha estat utilitzat
com a gen marcador de ce¢l-lules hemopoctiques (149). L’avantatge d’utilitzar aquest gen és
que s’eviten les possibles complicacions derivades de la immunogenicitat del producte del
transgen ja que es tracta d’una proteina de superficie present en les cél-lules humanes. No
obstant, un problema que pot presentar aquest sistema de marcatge és el segrest del factor de
creixement nervios per part de les cél-lules marcades. Un altre exemple de gen marcador que
pot ser detectat per citometria de flux és la proteina de superficie humana CD24 i el seu

analeg muri, ’antigen estable a la calor (HSA) (150, 151).

Malaltia Cel-lula diana Gen(s) Resultats
Melanoma LIT neo Detecci6 transitoria de les cels marcades
Neuroblastoma Cels residuals tumorals MO neo Cels tumorals marcades a la recaiguda
CMH de MO Persistencia de CFC normals marcades
SIDA Limfocits T tk Detecci6 transitoria de céls T marcades, evidencia de
higro rebuig de les cels marcades
Leucémia Aguda Céls residuals tumorals MO neo Fracas del marcatge, tant a céls tumorals
CMH de MO com hemopoetiques
Receptors de TMO Limfocits T estimulats neo Detecci6 céls marcades, desaparicié de céls
al-logénic amb VEB tk marcades després tractament amb ganciclovir
NGFR Rebuig immunologic de neo i tk

Taula 5. Alguns estudis clinics publicats (152) de marcatge génic.

LIT, limfocits infiltrants de tumor; neo, gen de resisténcia a la neomicina; higro, gen de resisténcia a I'higromicina; VEB, virus

d'Epstein-Barr; tk, timidina quinasa; NGFR, receptor truncat del factor de creixement nervids
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Recentment, la proteina fluorescent verda de la medusa Aquorea victoria també esta

essent utilitzada com a gen marcador i és, en molts punts, superior als altres marcadors.

9.1.1. (E)GFP

L’ADNCc de la GFP va ser clonat i seqiienciat el 1992 (153). Codifica per una proteina
de 238 aminoacids i un pes molecular de 27 kD. T¢ la capacitat d’absorbir la llum UV (pic
d’absorcié maxima, 395 nm) i emetre llum verda (pic d’emissi6 maxima, 509 nm). El
cromofor consisteix en un anell d’imidazolona format per I’autociclacié dels aminoacids 65-
serina, 66-tirosina i 67-glicina. La GFP s’ha expressat artificialment en moltes espécies, com
ara, bacteris, plantes, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, el peix zebra i en

mamifers (154).

Fig.10. Estructura tridimensional de la GFP.
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L’EGFP és una variant de la GFP amb 1’espectre d’emissio desplagat cap al vermell
que conté dues mutacions (S65T i P64L) a la regid del cromofor de la proteina. EGFP
presenta una intensitat de fluorescéncia més elevada que la forma salvatge i una elevada
expressio en mamifers (155). A més, el gen conté un ORF (open reading frame) que esta
format basicament per codons d’us preferent huma (156). L’Gs combinat de tots aquests
canvis augmenta el nivell de fluorescéncia 35 vegades respecte a la GFP natural, quan la
proteina és excitada a 488 nm.

L’activitat fluorescent de ’EGFP no requereix substrats ni cofactors per tant les
cél-lules que expressen el marcador poden ser visualitzades directament per microscopia
fluorescent o/i FACS (els espectres d’absorcid i emissid son similars als de ’isotiocianat de
fluoresceina, per tant, els filtres dissenyats per aquest fluorocrom son adequats per I’EGFP).

A part de la gran utilitat de EGFP en els estudis de marcatge génic, les
caracteristiques fluorescents d’aquesta proteina fan d’aquesta un sistema realment atractiu en
altres camps de la terapia geénica. Aquest marcador, permet una analisi de les cél-lules
transduides, per microscopia de fluorescéncia o citometria de flux, a temps real i una
separacio cel-lular directa per FACS. No és aixi en el cas d’altres marcadors, com ara, els
gens que confereixen resisténcia a farmacs, ja que per la quantificacié de la transduccié fan
falta métodes de seleccio llargs i tediosos.

Des que va aparcixer ’EGFP, varis grups han construit amb ¢xit linies productores de
retrovirus que contenen el gen per estudis de marcatge génic de cél-lules hemopoétiques tant
in vivo com in vitro (123, 157). El nostre grup varem obtenir una linia productora de
retrovirus amfotropics estable amb el gen EGFP (158, 159). Amb el sobrenadant d’aquesta
linia s’ha transduit una gran varietat de linies cel-lulars i cél-lules hematopoétiques primaries
humanes. Més endavant, varem desenvolupar una nova linia estable productora de retrovirus
pseudotipats amb el gen env del GALV amb la qual varem ser capagos de transduir de manera
més eficient les cél-lules hemopoétiques humanes més primitives amb capacitat de repoblacio

en ratolins NOD/SCID (11, 131).
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10. Transferéncia genica a CMH

Existeixen malalties genctiques de les ceél-lules hemopoétiques que poden ser
corregides amb un TMO al-logénic. Exemples d’aquests desordres que han estat tractats
satisfactoriament amb un al-lotrasplantament sén les hemoglobinopaties, les
immunodeficiéncies, malalties d’emmagatzematge lisosomal i defectes de les CMH, com ara
I’anémia de Fanconi.

Els efectes indesitjables derivats d’'un TMO al-logénic, com ara el rebuig de I’empelt,
el GVHD i els requeriments d’immunosupressio post-trasplantament, fan considerar la terapia
genica, utilitzant les cél-lules hemopoétiques autdologues, com un tractament més idoni. A
més, el fet de poder modificar genéticament les CMH podria conferir unes propietats noves a
aquestes cel-lules i a la seva progenie, com ara, resisténcia als efectes de la quimioterapia.
Idealment, la terapia génica dirigida a CMH hauria de complir els segiients requisits:

i) L’eficiéncia de transduccié ha de ser suficientment elevada per tal proporcionar un

benefici terapéutic.

ii) Empelt i supervivencia de les cel.lules transduides in vivo amb la minima

mieloablacio.

iii) Expressio a llarg termini del transgen.

iv) Tolerancia immunologica al producte del transgen.

v) El risc pel pacient ha de ser minim.

vi) Cost-benefici favorable.

10.1. Transferéncia génica a CMH no humanes

El model muri és el més utilitzat en els experiments de transferéncia geénica. El 1983,
Joyner i col van descriure la primera transduccié in vitro de cél-lules hematopoétiques
murines utilitzant un vector retroviric (basat en el VLMoMu) que contenia el gen de la
neomicina fosfotransferasa (160). Tot i que als inicis 1’eficiéncia de transduccié aconseguida
en les CMH murines no era massa elevada (al voltant del 10%), actualment han millorat
moltissim els protocols de transduccié. Varis grups han presentat bons resultats de
transferéncia geénica a ceél-lules hemopoétiques murines. S’han presentat resultats in vivo que
van d’un 20 fins un 80% de cel-lules hemopoétiques dels diferents llinatges que contenen el

transgen durant la vida del ratoli (59, 161-163).
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Amb I’intencid de reduir el nombre de cél-lules diana diferenciades (irrellevants) per a
la transduccié de progenitors hemopoctics, destaca la técnica del pre-tractament in vivo dels
ratolins donants amb 1’agent quimioterapéutic 5-FU. Aquest farmac bloqueja la sintesi
d’ADN i elimina les cél-lules en cicle cel-lular. Aixo indueix la divisio de les CMH i per tant
augmenta la seva eficiéncia de transduccid. No obstant, la transferéncia génica a CMH
murines només ha estat possible gracies a la incorporacio als protocols de transduccio de
factors de creixement hemopoétics, com ara I’IL-3, I’IL-6 i I’SCF. L’inclusié d’aquestes o
altres citocines durant el cultiu ex vivo de les cél-lules facilita la supervivencia (123), ’entrada
en cicle i/0 el manteniment de la viabilitat de les c¢l-lules amb capacitat de repoblacié in vivo
(148, 164). Han aparegut altres factors que milloren 1’eficiéncia de transducci6 en el model
muri. Per exemple, el cobriment de la superficie de cultiu amb el fragment recombinant de la
la fibronectina CH-296 permet la co-localitzacid de les particules viriques i les cél-lules diana
(165). Les cel'lules s’uneixen al fragment CH-296 a través de les proteines cel-lulars VLA-4 i
VLA-5, o també a través del reconeixement de la seqiiencia CS-1 del fragment CH-296 que
conté el lloc central d’unid a les cél-lules. Els retrovirus s’ uneixen al domini d’unié a heparina

1T de CH-296 (Fig.11).

fibroblastes
CMH CMH
cél-lules CD34" cél-lules CD34"
céllulesTiB céllulesTiB
vectors retrovirics:
amfo
eco
Ly GALV ]
VLA-5 VLA-4
CH-296

domini d’unié heparina I
tipus Il

CS-1

Fig.11. Co-localitzaci6 dels retrovirus i les cél-lules diana al fragment CH-296.
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Sembla que 1’estimulaci6 ex vivo de les cel-lules del MO murines amb les citocines
IL-3 i IL-11 reduiria la capacitat repobladora de les cél-lules transduides. Aquesta aportacid
no és sorprenent si es té en compte que altres autors han demostrat com el cultiu ex vivo de
CMH en preséncia de factors de creixement redueix la capacitat repobladora en comparacid
amb les cél-lules fresques (no manipulades), tant en receptors normals (no condicionats) com
condicionats (45, 97). Els vectors retrovirics requereixen que les cel-lules estiguin en divisid
per integrar-se, no obstant, les divisions cel-lulars juntament amb les combinacions
suboptimes de factors de creixement presents al cultiu, poden induir la diferenciacié cel-lular i
la pérdua de la capacitat repobladora a llarg termini. Una les ultimes aportacions en la
transferéncia geénica a cél-lules hemopoétiques murines és 1’estudi de Wognum i col en el qual
es demostra que les cél-lules de MO murines transduides estimulades amb trombopoetina
(TPO), kit ligand (KL) i FIt3-L tenen una capacitat de repoblacio tant a curt com a llarg
termini unes 30 vegades superior a les mateixes cel-lules incubades amb les combinacions
KL/F1t3-L/TPO/IL-3 o KL/FIt3-L/TPO/IL-3/IL-11 (51). D’aquest estudi s’evidencia una
vegada més la importancia d’un cultiu optim ex vivo per a la transferéncia génica a les CMH
conservant el seu potencial de repoblacié hemopoética in vivo.

A diferéncia del que passa en el model muri, les cél-lules hemopoétiques totipotents
d’altres mamifers no humans (conills, gossos, gats, ovelles i primats) son més dificils de
transduir mitjangant retrovirus (10, 89, 90, 92, 125, 126, 166).

Els models de transferéncia a primats no humans séon probablement els més propers a
la clinica humana. No obstant, treballar amb primats és poc assequible des del punt de vista
econdmic i també per requeriments d’infraestructura. Els primats com el macaco o el babui
requereixen un nombre similar de progenitors hemopoétics que els humans en un TMO
al-logénic. Aixi doncs, gairebé es poden aplicar els mateixos protocols de seleccio,
transduccio i trasplantament que els utilitzats en clinica humana. En els primers estudis amb
primats, ampliament revisats per van Beusechem i Valerio (166), després d’una infusio de
cel-lules transduides ex vivo en micos condicionats no s’aconseguia superar 1’1% de cél-lules
marcades a la sang dels micos trasplantats. No obstant, més recentment, utilitzant els avengos
en el disseny de vectors i els nous protocols de transduccid descrits més endavant, els
investigadors han obtingut fins un 10% de transducci6é en tots els llinatges hemopoétics

després de la transduccio retrovirica de les CMH dels primats (127, 167-169).
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10.2. Transferéncia génica a CMH humanes

A meitats dels 90 I’eficiéncia de transducci6é de les CMH humanes era un problema.
Gracies als estudis previs realitzats en ratolins i a la incorporacié d’altres millores técniques,
actualment és possible transduir eficientment CMH humanes. Un fet que ha facilitat la
transferéncia geénica a les CMH humanes és la utilitzacié de marcadors de superficie per
identificar-les. Un dels més rellevants és 1’antigen CD34". Aproximadament un 1-2% de les
cél.lules del MO huma expressen aquest marcador. La fracci6 CD34" esta enriquida en
cel.lules amb capacitat repobladora i per aquesta ra6 actualment s6n ampliament utilitzades en
el TMO, tant autolegs com al-logénics. A més, I’enriquiment de les cél-lules repobladores
primitives gracies a la immunoseleccié per I’antigen CD34" ha permés, entre altres coses,
augmentar ’eficiéncia de transducci6 d’aquestes cél-lules ja que al reduir-se dramaticament el
numero de cel-lules diana disminueix també la quantitat de vector que es necessita (millora la
MOI).

En la majoria de protocols clinics de terapia génica hemopoética s’utilitzen cél-lules
CD34". No obstant, alguns estudis suggereixen que algunes cél-lules CD34 posseeixen
propietats de CMH, fet que fa reconsiderar el valor de CD34 com un marcador de cél-lula
primitiva (170). A més, Ogawa i col, han demostrat 1’expressi6 reversible de CD34 en les
CMH murines, suggerint que 1’antigen funcionaria com un marcador d’activacio (171).

Els vectors retrovirics son els que s’utilitzen més per la transferéncia génica a CMH.
Com s’ha comentat anteriorment, aquests vectors només s’integren als cromosomes de les
cel-lules que estan en divisio. La major part de les CMH soén quiescents, per tant, no poden ser
transduides mitjangant retrovirus. Les primeres citocines utilitzades en els protocols de
transferéncia génica retroviral a cél-lules CD34" humanes foren I’IL-3, ’IL-6 i ’'SCF. Més
endavant s’han incldos nous factors de creixement, especialment FIt3-L i la TPO, que
indueixen I’entrada en cicle de les cél-lules mare, preservant-ne les propietats de
pluripotencialitat, autorenovaci6 i capacitat repobladora de manera més eficient que les
anteriors combinacions de citocines (11, 131, 172, 173). L ultima aportacié en aquest terreny
seria 1’incorporaci6é de I’IL-6 juntament amb la forma soluble del receptor de 1’IL-6 (sIL-6R)
al cultiu de cél-lules hemopoétiques humanes (174) o bé la proteina de fusid6 d’ambdues
molécules (IL6/RIL6, anomenat hiper IL-6) (175). Ambdues també afavoreixen 1’estimulacio
de la proliferacio dels progenitors hemopoeétics humans mantenint la seva capacitat

repobladora in vivo.
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La incorporacio del fragment CH-296 als protocols de transduccidé de cel-lules
hemopoctiques humanes també ha afavorit la transducci6 retrovirica i el manteniment del seu
potencial repoblador (176, 177). No obstant, en un treball recent, Hennemann i col,
transdueixen eficientment cel-lules mare amb capacitat LTR en ratolins NOD/SCID utilitzant
un protocol de transduccié sense fibronectina recombinant, inicament estimulant amb
citocines (IL-3, SCF, Flt3-L, hiperIL-6) (178).

La generacid de linies empaquetadores de retrovirus pseudotipades amb el gen env del
GALV o amb la proteina G del VSV també ha contribuit en la millora de I’eficiencia de
transduccio dels progenitors hemopoc¢tics humans (131, 134) i de primats no humans (127).

Per altra banda, la creaci6 per enginyeria genética de nous vectors retrovirics, com ara
el FMEV (145) conjuntament amb 1’aparicié dels nous marcadors génics, com ara I’EGFP,
han facilitat tant 1’integracié com el seguiment de I’expressié del transgen a les cél-lules
hemopoctiques primitives (11, 131, 158, 159) (124). Seguint en aquesta linia, també s’han
desenvolupat nous models de trasplantament xenogenic, basats en ratolins immunodeficients
com ara els NOD/SCID (179, 180) i els ratolins bnx (181) per estudiar in vivo la capacitat
repobladora dels progenitors hemopoétics humans.

Finalment, és important recordar (apartat 8.3.3, Introduccid) que el més recent en
vectors retrovirics son els basats en el lentivirus VIH-1. L avantatge d’utilitzar els lentivirus
€s que poden infectar tant les cél-lules en divisid, en aquesta caracteristica no es diferenciarien
dels altres vectors retrovirics, com les quiescents (CMH, hepatocits, neurones). Estudis
preliminars demostren que els vectors basats en VIH-1 sén capagos d’infectar eficientment

CMH amb capacitat repobladora a llarg termini (139-141).
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11. Protocols clinics de terapia génica amb CMH

Els requeriments basics per assegurar I'éxit de la terapia génica a les CMH sén: la
transferéncia génica eficient als progenitors hemopocétics, I'expressio estable i a llarg termini
del transgen a les cél-lules hemopoétiques i ’empelt (a llarg termini) de les cél-lules
transduides.

Els primers estudis de transferéncia geénica a cél-lules hemopoétiques foren en
pacients sotmesos a un TCH autoleg. EI MO d’aquests pacients es va marcar amb vectors
retrovirics per investigar la contribucié de les cél.lules trasplantades a la recaiguda, en el cas
de leucemies. Alguns dels protocols clinics de terapia actius que utilitzen CMH com a dianes

de transduccid, son:

I. Protocols clinics actius de terapia genica utilitzant CMH

1. Sindrome de I'lmmunodeficiéncia Combinada Severa (SCID) per deficiéncia d’ADA
SCID per deficiencia de la subunitat y del receptor d’IL-2/4/7/9/15 (SCID-X1)
Malaltia Granulomatosa Cronica

Malaltia de Gaucher

Anémia de Fanconi

Mucopolisacaridosi

MDR-1 i altres gens de resisténcia a farmacs per pacients oncologics

© N O o AN

HIV-1 amb ribozims

En la majoria de protocols clinics amb humans, el percentatge de cel-lules transduides
a la SP dels pacients és molt baix i aquestes cél-lules tenen una vida molt curta, suggerint que
no s’ha pogut transduir les CMH eficientment. Pero, el potencial per aplicar les técniques de
transferéncia génica a CMH pel tractament de malalties genétiques, infeccioses o malignes va
en augment. La taula segiient és un llistat d’algunes de les malalties candidates a terapia

geénica utilitzant CMH.
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1. Algunes malalties candidates a terapia génica utilitzant CMH

1. Immunodeficiéncies primaries
SCID
Malaltia Granulomatosa Cronica
Agammaglobulinemia lligada al cromosoma X
2.  Hemoglobinopaties
Talassemia
Anémia falciforme
3. Malalties d’emmagatzematge lisosomal
Malaltia de Gaucher
Sindrome de Hurler
Sindrome de Hunter
Adrenoleucodistrofia
4.  Malalties de les CMH
Anémia de Fanconi
Cancer
Malalties infeccioses
SIDA

Les malalties especifiques que han estat considerades per a protocols de terapia
genica generalment han estat triades en primer lloc, perqué soén conegudes a nivell molecular i
perqué amb nivells baixos de transferéncia genica i sense necessitat d’una regulacio de
I’expressio es poden obtenir beneficis clinics. A nivell especulatiu aquests serien els
percentatges de transduccié a CMH esperats per aconseguir beneficis clinics en les malalties

segients:

Ill. Percentatge de transferéncia génica esperat a CMH per tal d’aconseguir
beneficis clinics en malalties especifiques

Baix nivell de transferéencia génica (0.01%) seria beneficids per
Deficiencies immunes congénites
Anémia de Fanconi
SIDA

Nivells moderats de transferencia génica (0.05-5 %) es necessitarien per
Malalties d’'emmagatzamatge lisosomal
Deficiéncies proteiques: hemofilia, deficiéncia a4-antitripsina
Resisténcia a quimioterapia

Alt nivell de transferéncia génica (100%) es requeriria per
Hemoglobinopaties

Cancer: antisense, antioncogens, gens supressors de tumors
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Tot i aix0, hi ha hagut alguns resultats for¢a prometedors. Els pacients del primer
protocol amb CMH de Brenner i col, un estudi de marcatge génic en nens amb leucémia
aguda, continuen presentant cél-lules hemopoctiques marcades després de vuit anys de 1'unica
infusio de cel-lules de MO transduides amb vectors retrovirics (182).

Per altra banda, els nens i els infants amb SCID per deficiéncia d’ADA, després de 6
anys del tractament encara presenten limfocits marcats a SP, encara que continuen rebent
tractament substitutiu amb 'enzim conjugat amb polietilenglicol (PEG-ADA).

M¢s impressionant és el protocol de transferéncia génica a cél-lules de MO de nens
amb SCID-X1, una immunodeficiéncia hereditaria lligada al cromosoma X que es caracteritza
pel bloqueig de la diferenciacid dels limfocits T i les cél-lules NK. Aquest bloqueig és degut a
mutacions al gen que codifica per la subunitat yc del receptor de les interleucines IL-2, -4, -7,
-9 1 —15, les quals participen en la diferenciacio i superviveéncia dels progenitors limfoides.
Cavazzana-Calvo i col, utilitzant les mateixes técniques que resultaren en una millora de la
transduccio en primats superiors (167) (SCF, F13t-L i fibronectina recombinant) s’ha produit
una reconstitucid a curt termini del sistema immune amb limfocits T transduits (183). Si
aquest resultat es manté, representara una gran aportacio en el camp de la terapia génica.
Esdevindra el primer protocol d’una malaltia genética tractada mitjancant CMH transduides

on s’haura obtingut un benefici clinic.
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