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Resumen

RESUMEN

Las células sanguineas humanas del linaje eritroide en sus diferentes estadios
de maduracién presentan aplicaciones relevantes y diversas, ya sea como agentes
terpéuticos en si mismas o como potenciales vehiculos celulares para la incorporacion
de activos en el organismo. Asimismo, podrian ser empleadas ex vivo en ensayos
dedicados a estudiar la accion de nuevos (bio)compuestos o a detectar anticuerpos
especificos anti-antigenos eritrocitarios en muestras de pacientes, con el objetivo final
de identificar pares de transfusién adecuados o individuos aloinmunizados.

Debido a la dificultad para acceder a suministros celulares seguros en casos de
fenotipos raros o de pacientes poli-transfundidos y poli-inmunizados, en los Gltimos afnos
se han llevado a cabo esfuerzos a nivel mundial para desarrollar metodologias y
herramientas biotecnolégicas que permitan la produccién ex vivo de las células
eritroides requeridas a partir de células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPCs).
Dichos esfuerzos, en general, han tenido como finalidad la produccién masiva de
glébulos rojos, que constituyen el estadio final de maduracion eritroide. Si bien se ha
realizado incluso una prueba de concepto de la administracién en un humano de
glébulos rojos cultivados, los protocolos disponibles presentan un costo muy elevado y
una baja rentabilidad. Esto impide su aplicacion en la practica clinica transfusional y
restringe su empleo en el resto de las aplicaciones mencionadas.

Por estas razones, este trabajo propone el disefio y aplicacién de estrategias
para producir cantidades adecuadas de células eritroides a partir de HSPCs derivadas
de sangre de corddn umbilical, reduciendo el uso de factores de crecimiento costosos
en el proceso de cultivo y contribuyendo asi a una mejor comprensién de los procesos
de produccion.

Para ello se plantearon dos hipotesis principales de trabajo: por un lado, el
desarrollo de procedimientos de disefio experimental permitiria generar, de manera
racional, sistematica y en funcion de la informacién disponible, una formulacion éptima
y eficiente (es decir, que minimice el consumo de recursos) del medio de cultivo utilizado
para la expansion de las HSPCs. Adicionalmente, se propuso que el empleo de un
proceso de trangénesis lentiviral de las HSPCs con el gen de la eritropoyetina (hEPO)
posibilitaria que las células produzcan y secreten la hormona en el medio de cultivo y
que, consecuentemente, se reduciria el uso de este factor de crecimiento como
suplemento.

Asi, en primer lugar, la optimizacion de la formulacion del medio de cultivo se
basé en el estudio de los efectos de los suplementos de cultivo sobre la expansion
celular, ya que los factores de crecimiento contribuyen en un 57,5% al costo total del
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medio, mientras que la transferrina y el plasma lo hacen en un 36%. De esta manera,
se empled una estrategia de disefio experimental secuencial basada en la seleccion y
optimizacion de las concentraciones de suplementos de cultivo con efectos significativos
sobre la expansion de las HSPCs, las cuales, luego de su expansion, fueron cultivadas
en un medio descripto para la expansién y maduracion de los precursores eritroides.
Inicialmente se empled un disefio experimental factorial de Plackett-Burman que
permitié estudiar la significancia estadistica del efecto de 11 factores sobre la expansion
de las HSPCs, evaluada a través del recuento en cdmara de Neubauer, y de la expresiéon
del marcador de células hematopoyéticas CD34, mediante citometria de flujo. Este
analisis permitio seleccionar tres compuestos: albumina sérica bovina (BSA), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e hidrocortisona.

En un paso posterior se optimizaron los niveles de dichos factores mediante un
disefo experimental de Box-Behnken, en el que se mantuvieron constantes los niveles
de los demas factores evaluados. Nuevamente, a partir del andlisis de expansién celular
y de expresion de CD34 se hallé que las concentraciones éptimas de BSA, GM-CSF e
hidrocortisona son 2% (P/V), 20 ng/ml y 4x10° M, respectivamente. Al finalizar la
induccién eritroide de las células obtenidas en el medio de expansidén optimizado, se
pudo comprobar que la progresién global de los cultivos resulté favorable debido a que
se alcanz6 una expansion celular acumulada maxima de 571 veces en 18 dias y se
evidencid una diferenciacion eritroide progresiva. La diferenciacion celular fue evaluada
mediante andlisis inmunofenotipico por citometria de flujo, estudio morfolégico mediante
tincion de May-Grinwald-Giemsa, deteccion de hemoglobina y estudio de los
precursores presentes por ensayos de formacion de colonias. Asi, se obtuvo evidencia
de la elevada selectividad eritroide de las nuevas condiciones de cultivo.

La segunda estrategia abordada implicé la generacion de HSPCs genéticamente
modificadas con la secuencia de hEPO. Con este fin se construyeron vectores de
expresion; se ensamblaron, acondicionaron y titularon vectores lentivirales y con ellos
se transdujeron HSPCs. Con éstas, se efectuaron cultivos en ausencia de EPO
comercial [eHSPCs-EPOQOc (-)], cuyo desarrollo fue comparado con cultivos de células no
modificadas suplementados con EPOc [nmHSPCs-EPOc (+)]. Ambas lineas alcanzaron
un estado similar de maduracién, mostrando un compromiso celular hacia el linaje
eritroide, lo cual fue demostrado por un decaimiento en la expresion de los marcadores
CD34 y CD45, asi como un incremento en la proporcion de células que expresan CD71
y CD235a (marcadores eritroides), segun el analisis por citometria de flujo. También se
observaron cambios morfolégicos y en la afinidad por colorantes caracteristicos de la
maduracion eritroide. Se demostré que dicha diferenciacion lograda en los cultivos de
eHSPCs-EPOc (-) fue inducida por la hEPO secretada por las propias células ya que,
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en primer lugar, al efectuar cultivos control de nmHSPCs-EPOc (-) no se observé
diferenciacién eritroide. Por otro lado, la secrecion de hEPO fue probada mediante
ELISA sandwich e isoelectroenfocado seguido por Western Blot, el cual mostré similitud
entre las isoformas de EPOc y de la hEPO secretada, aunque esta ultima present6
isoformas levemente menos acidicas que la primera.

Asi, las HSPCs genéticamente modificadas con la secuencia de hEPO fueron
auto-inducidas a diferenciar in vitro, en ausencia de EPOc, en poblaciones altamente
enriquecidas en células eritroides, lo que permitiria reducir la cantidad de EPOc
adicionada en los cultivos y, de este modo, el costo asociado.

En conclusion, ambas estrategias desarrolladas en este trabajo podrian
aplicarse conjuntamente en el futuro para lograr mejoras practicas en los procesos
biotecnoldgicos destinados a la produccién ex vivo de células eritroides con diversos

fines, los cuales se encuentran actualmente en etapas de desarrollo y optimizacién.
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Abstract

ABSTRACT

Erythroid lineage human blood cells in different maturation stages have relevant
and diverse applications, both as therapeutic agents themselves and as potential cell
vehicles for drug delivery into the human body. They could also be utilized ex vivo for
(bio)compounds screening assays or for the detection of specific antibodies against
erythroid antigens in patient samples in order to identify suitable transfusion matches or
allo-immunized individuals.

The difficulty to find safe cell supplies in cases of rare phenotypes or
poly-transfused poly-immunized patients has prompted world efforts in the last years,
intended for the development of methodologies and biotechnological tools, which allow
ex vivo production of erythroid cells from hematopoietic stem and progenitor cells
(HSPCs). In general, such efforts aimed to produce large quantities of red blood cells,
which are the final stage of erythroid maturation. Even though a proof of principle for
transfusion of in vitro-generated red blood cells in a human has been carried out, the
available protocols are expensive and not cost effective. It prevents its application in
transfusional clinical practice and limits other uses.

For these reasons, this work’s approach is to design and to apply strategies to
produce appropriate amounts of erythroid cells from umbilical cord blood HSPCs, thus
reducing expensive growth factors utilization in cultures and contributing to improve
these production processes comprehension. With these aims, two hypotheses were
established: experimental design development would allow rational and systematical
obtainment of an optimal and efficient formulation of the HSPCs expansion culture
medium. Additionally, we proposed that HSPCs lentiviral transgenesis with the
erythropoietin (hEPO) gene would make cells produce and secrete the hormone into the
culture medium and, consequently, it would reduce hEPO utilization as supplement.

First, in order to optimize the culture medium formulation, we studied the
supplements’ effects over cell expansion. It is important because growth factors
contribute in a 57.5% to total medium cost, whereas transferrin and plasma contribute in
a 36%. A sequential experimental design strategy was applied and it was based in the
selection and optimization of concentrations of culture supplements with significant
effects over HSPCs expansion. After expansion, HSPCs were cultured in a reported
medium for expansion and maturation of erythroid precursors. Initially, a
Plackett-Burman factorial experimental design was applied in order to study the
statistical significance of the effects of 11 factors over HSPCs expansion, which was
evaluated by Neubauer chamber cell counting and through the assessment of CD34
hematopoietic cells marker by flow cytometry. Three compounds were selected as
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significant: bovine seric albumin (BSA), granulocyte and macrophages colony-
stimulating factor (GM-CSF) and hydrocortisone.

A Box-Behnken design was utilized to optimize the selected factors’ levels,
maintaining the remaining factors in constant levels. After cell expansion and CD34
expression analysis, the optimal concentrations of BSA, GM-CSF and hydrocortisone
were found to be 2% (W/V), 20 ng/ml and 4x10° M, respectively. Cells obtained from the
optimized culture medium were induced to differentiate, after which it was possible to
observe an adequate global progress: 571-fold accumulated cell expansion was reached
in 18 days and progressive erythroid differentiation was evidenced. Cell differentiation
was  assessed through  flow cytometry = immunophenotypic  analyses,
May-Grinwald-Giemsa staining morphological studies, hemoglobin detection and colony
forming units’ assays evaluation. They showed culture conditions allow high erythroid
selectivity.

The second approach consisted in the generation of genetically modified HSPCs
with hEPO sequence. Expression vectors were generated; lentiviral vectors were
assembled, concentrated, titrated and finally used to transduce HSPCs. Transduced
cells were cultured in absence of commercial EPO [eHSPCs-EPOc (-)] and these
cultures were compared with non-modified cell cultures supplemented with EPOc
[nmHSPCs-EPOc (+)]. Both cell lines reached a similar maturation state and showed
erythroid cell commitment. This was proven by a reduction in CD34 and CD45 markers’
expression and an increase in the percentage of CD71 and CD235a (erythroid
markers)- expressing cells, as shown by cytometric analysis. In addition, morphological
changes and a shift in dyes affinity, which is characteristic of erythroid maturation, were
evidenced. The cell differentiation reached in eHSPCs-EPOc (-) cultures was shown to
be induced by secreted hEPO: control cultures of nmHSPCs-EPOc (-) did not show
erythroid differentiation; furthermore, hEPO secretion was proven by sandwich ELISA
and isoelectric focusing followed by western blotting, which showed high similarity
between EPOc and secreted hEPO isoforms, although the latter had slightly less acidic
isoforms.

Thus, eHSPCs were self-induced to differentiate in vitro in absence of EPOc, into
populations highly enriched in erythroid cells, which allows reducing the amount of EPOc
added into cultures and the consequent associated cost.

In conclusion, both strategies developed in this work are interesting to be applied
together in the future in order to improve the biotechnological processes intended for
ex vivo production of erythroid cells with different purposes, which are currently in
development and optimization stages.
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Introduccion

Omnis cellula e cellula (todas las células vienen de células). Rudolph Virchow (1858).

1. CELULAS MADRE

1.1. Caracteristicas y relevancia de las células madre

Las células madre se encuentran presentes en la mayoria de los organismos
multicelulares y son las determinantes fundamentales del crecimiento y la regeneracion.
Estas se definen como células capaces de auto-renovarse (es decir, de generar al
menos una copia idéntica de la célula hija) y diferenciarse en una variedad de tipos
celulares mas especializados, propiedad que se denomina potencialidad celular [1,2].
Aunque la caracteristica de auto-renovacion también se cumple para las células
cancerosas, que se dividen de manera descontrolada, la division de las células madre
se encuentra altamente regulada [3].

Un aspecto importante relacionado con la auto-renovacién y la generacion de
células diferenciadas, es el destino de las dos células hijas cuando una célula madre se
divide. La divisién simétrica se define como la generacién de células hijas destinadas a
adquirir el mismo destino celular, ya sea dos células madre o dos células con mayor
grado de diferenciacion. Por otro lado, si una célula hija tiene identidad de célula madre
y la otra célula hija comienza a diferenciarse, esto se denomina divisién asimétrica de
las células madre [4]. Este tipo de division es particularmente interesante porque las
células madre logran tanto auto-renovarse como producir células diferenciadas en una
Unica divisién celular [5]. Sin embargo, una desventaja de la division asimétrica es que
esto hace que las células madre sean incapaces de expandirse en numero. Estos dos
modos de divisibn permiten un control dinamico de sus numeros [6]. Los datos
disponibles, aunque son frecuentemente incompletos, sugieren que la mayoria de las
células madre tienen la capacidad de alternar entre modos de division asimétrica y
simétrica, y que el balance entre estos dos modos se encuentra defectivo en algunos
estados de enfermedad. Brevemente, dos tipos principales de mecanismos dirigen la
division celular asimétrica: el primero se basa en la particion asimétrica de los
componentes celulares que determinan el destino celular (mecanismos intrinsecos); el
segundo involucra la ubicacion asimétrica de las células hijas en relacion a factores

externos (mecanismos extrinsecos) [6]. Estos mecanismos se muestran en la Figura 1.
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Fig. 1. Controles de la division asimétrica de células madre (se muestran tres
mecanismos simples, pero no necesariamente son los Unicos posibles). A. La
localizacion asimétrica de reguladores de la polaridad celular (rojo) inicia la
divisién asimétrica. Las células madre se indican en color naranja y las células
diferenciadas, en verde. B. Los determinantes del destino celular (rojo) pueden
ser segregados hacia el citoplasma de una célula hija, como se indica aqui, o
pueden estar asociados a la membrana, el centrosoma u otro constituyente
celular que se encuentra distribuido diferencialmente en las células hijas. C. La
orientacién regulada del huso mitotico retiene sélo una célula hija en el nicho de
célula madre (rojo), de modo tal que sélo esa célula hija tiene acceso a las
sefales extrinsecas necesarias para mantener la identidad de célula madre, lo
cual genera un resultado asimétrico, ain cuando la divisién en si misma es
intrinsecamente simétrica. En un modelo similar pero alternativo, la célula hija
ubicada de manera mas alejada del nicho se encuentra expuesta a sefales que
inducen la diferenciacién (figura modificada de Morrison y Kimble, 2006 [6]).

Estas células se consideran los componentes bioldgicos mas criticos necesarios
para el adecuado crecimiento y desarrollo durante la embriogénesis, pero también se
ha demostrado que juegan roles indispensables en organismos adultos, en los que
constituyen una fuente necesaria para la reposicién celular de practicamente todos los
tipos celulares diferenciados maduros [1]. De esta manera, la investigacion en el area
de las células madre ha ganado interés durante las Ultimas dos décadas ya que
representan nuevas perspectivas en terapias basadas en células y en medicina
regenerativa, incluso para pacientes con condiciones incurables. Sin embargo, aun
existen dificultades técnicas en su utilizacién que sélo podran seran superadas luego de
afnos de investigacion profunda. En segundo lugar, las células madre aisladas de
pacientes pueden servir como modelo in vitro para varias enfermedades y para el
desarrollo de drogas. Finalmente, la comprension de la biologia de las células madre
mejorara nuestro conocimiento sobre la embriogénesis y la biologia celular en

general [2].

1.2, Potencialidad y origen

Todas las células madre se originan a partir de lo que podria considerarse la
célula madre fundamental, el 6vulo fecundado. Como una entidad totipotente, el évulo
fecundado o cigoto (y también los blastobmeros tempranos) tiene la capacidad de dar
origen a todos los tejidos embrionarios y extraembrionarios (o trofectodermo) durante el
crecimiento y desarrollo de un organismo [2]. Es durante el proceso de maduracion

embrionaria que ocurre la determinacién, en la cual se generan una variedad de tipos

3



Introduccion

de células madre mas especializadas, con propiedades diferentes que permiten el
desarrollo de tejidos y 6rganos especificos. Por ejemplo, las células madre embrionarias
tienen la capacidad pluripotente de conducir la formacion de todos los tejidos del
embrién propiamente dicho (es decir, los tejidos derivados de las tres capas germinales:
endo-, meso- y ectodermo asi como las lineas germinales), pero no de tejidos
extraembrionarios como la placenta o la membrana amniética. A medida que el embridn
madura, se producen células madre multipotentes determinadas, las cuales proveen la
capacidad limitada pero extremadamente poderosa de producir tipos celulares mas
diferenciados especificos de tejido (dentro de una misma capa germinal). Un ejemplo
de multipotencia es la poblacion de células madre del sistema hematopoyético, que
conduce la formacion de la sangre a partir de una célula madre precursora comun, tanto
durante el desarrollo embrionario, como durante toda la vida luego del nacimiento.
Mientras que las células madre/progenitoras hematopoyéticas (HSPCs) pueden
diferenciarse en una variedad de tipos de células de la sangre, no contribuyen a otros
sistemas de dérganos. Esta capacidad de diferenciacién restringida las define como
adultas [1]. Las células madre adultas, entonces, se encuentran en organismos
completamente desarrollados y en la sangre de cordén umbilical [2]. Existen en muchos
organos: médula 6sea, piel, cerebro, intestinos, higado, tejido adiposo, cartilagos y
cérnea del ojo [7]. Finalmente, en el adulto maduro, las células madre unipotentes
residen en unos pocos sistemas como el corazén y el sistema nervioso central, las
cuales tienen la capacidad de diferenciarse sélo en un linaje maduro [1]. La jerarquia de
células madre se describe esquematicamente en la Figura 2.

Adicionalmente, los cientificos han encontrado el modo de producir células
madre a partir de células somaticas adultas de los pacientes mediante reprogramacion
nuclear. La metodologia para la derivacion de células madre a través de pluripotencia
inducida (iPS) fue desarrollada por Yamanaka y col., quienes determinaron cuales son
los factores de transcripcién necesarios para revertir el fenotipo celular terminalmente
diferenciado. De este modo, encontraron cuatro factores de transcripcion clave, Oct4,
c-Myc, Klf4 y Sox2, que al ser introducidos en células somaticas adultas en combinacion,
dirigen una conversion morfolégica y molecular que resulta en la obtencién de células
semejantes a células embrionarias. Més tarde se demostré que c-Myc es dispensable
para la induccion de pluripotencia. Este avance puede eliminar la necesidad de utilizar
embriones en el desarrollo de terapias de medicina regenerativa basadas en células
madre pluripotentes [1,8].
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Fig. 2. Jerarquia de las células madre. Las células madre embrionarias (ESCs) derivan
de células totipotentes del estadio embrionario temprano de los mamiferos y son
capaces de proliferar in vitro ilimitadamente, sin diferenciacion, pero también
manteniendo el potencial para generar un amplio rango de precursores
funcionales y células terminalmente diferenciadas. Las ESCs se derivan del
macizo celular interno (MCI) del blastocisto. En la figura se indican también
algunos ejemplos de células multipotentes de las diferentes capas germinales,
donde MSCs significa células madre mesenquimales; HSCs significa células
madre hematopoyéticas; FSCs significa células madre fetales; y NSCs indica
células madre neurales. En la imagen también se indica la capacidad que tienen
las células pluripotentes de dar origen a las células germinales primordiales
(PGCs), que generan las células germinales embrionarias (EGCs) (figura
modificada de Forostyak y col., 2016 [2]).
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2. CELULAS MADRE Y PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS
(HSPCs)
2.1. Propiedades de las HSPCs

Como fue indicado previamente, las células madre adultas son células
indiferenciadas que se encuentran en tejidos u érganos maduros, que pueden
auto-renovarse o diferenciarse en algunos o todos los tipos de células especializadas
de ese 6rgano o sistema de tejidos. Estas constituyen un recurso valioso para el
tratamiento de numerosos desordenes médicos. Sin embargo, cabe destacar que
presentan capacidad de division celular y diferenciacion limitadas, lo que las distingue
de las células embrionarias [1].

En cada uno de estos tejidos existe un nicho de célula madre, una localizacién
anatémica especifica con un microambiente ideal, en el cual residen las células madre
adultas y que determina su propagacion y diferenciacién segun las demandas del
organismo [1,9].

Las células madre/progenitoras hematopoyéticas (HSPCs) pueden ser definidas
como una poblacion de células multipotentes capaces de diferenciarse en los tipos
celulares mieloides o linfoides del sistema circulatorio. Durante el desarrollo embrionario
temprano de los vertebrados, las HSPCs existen como hemangioblastos
extra-embrionarios, que se diferencian tanto en células endoteliales como eritrocitos
para dirigir el desarrollo de la vasculatura del saco vitelino. Las que se conocen como
HSPCs “adultas” se originan de manera mas tardia en el desarrollo y no estan
relacionadas con los hemangioblastos, aunque se piensa que mecanismos de control
transcripcional y sefalizacion similares conducen la formacién de las HSPCs tempranas

durante la embriogénesis y el desarrollo fetal, e incluso en el adulto [10].

2.1.1. Migracion

A lo largo de la vida del individuo, las HSPCs conservan la capacidad de migrar,
lo cual es necesario para la homeostasis. Inicialmente, migran desde sitios embrionarios
y extra-embrionarios especificos hacia el higado fetal (otro sitio hematopoyético) a
través de la circulacion, finalizando su recorrido de desarrollo en la médula ésea, donde
es mantenida la mayoria de la hematopoyesis definitiva [11]. Sin embargo, contindan
circulando a lo largo de la vida posnatal por razones aun no esclarecidas. Asi, las HSPCs
circulantes pueden migrar hacia la médula ésea, mediante un proceso llamado “homing’,
y alojarse en su nicho, lo que permite su supervivencia, auto-renovacioén y proliferacién
regulada [12,13]. Inversamente, las HSPCs de médula 6sea egresan constitutivamente
al torrente sanguineo.

El trasplante de HSPCs explota este fendbmeno natural de migracién a través de

la liberacién forzada de células madre (a lo que se llama “movilizacién”) mediante
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citoquinas como G-CSF y/o quimioterapia, para asi facilitar su recoleccién a partir de
sangre periférica (aunque también pueden ser recolectadas de médula dsea).
Asimismo, una simple infusién intravenosa de HSPCs puede reconstituir el reservorio
hematopoyético de la médula ésea luego de terapia mieloablativa [14]. El proceso de
homing involucra la activacion secuencial de moléculas de adhesion: los progenitores
CXCR4* son activados por Stromal cell-Derived factor- 1 (SDF-1) y Vascular Cellular
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), los cuales facilitan su firme adhesion a las células
endoteliales (ECs). Las células circulantes transplantadas interactian con las ECs
‘rodando” sobre las selectinas endoteliales (E) y de plaquetas (P) expresadas
constitutivamente. SDF-1 detiene a las stem cells CXCR4*, facilitando su extravasacion
a través de las barreras de matriz extracelular de la médula, hacia los compartimientos
hematopoyéticos. SDF-1, junto con otros factores, activa la uniéon de las células a
fibronectina por medio de la activacion de receptores de integrinas, hasta que finalmente
alcanzan el nicho, en el cual interactuan con células de soporte, moléculas de adhesion,
SDF-1 y factores de crecimiento. A pesar de las condiciones adversas presentes en los
nichos de la médula 6sea del huésped, las HSPCs infundidas generan progenitores
suficientes para repoblar el sistema hematopoyético con células maduras y luego
revierten a un estado latente, de division lenta, para evitar el agotamiento [15].

2.1.2. Caracteristicas fenotipicas y funcionales de las HSPCs

En el sistema hematopoyético las propiedades de diferenciacion,
multipotencialidad y auto-renovacion fueron demostradas inicialmente a través de
experimentos que exponian la capacidad de un subconjunto de células dentro de la
médula 6sea de formar colonias macroscépicas al ser transplantadas en el bazo de
animales receptores letalmente irradiados. Se encontrd que estas colonias contenian
progenie diferenciada de multiples linajes de la sangre y que un conjunto de éstas podia
formar colonias nuevamente al ser transplantadas en hospederos secundarios. Asi, las
mismas provenian de progenitores mas comprometidos que las células madre
hematopoyeéticas, lo que indica la existencia de una elevada complejidad en la biologia
de estas células [16].

Las HSPCs fueron las primeras células madre tejido-especificas en ser aisladas
y son las unicas que actualmente se utilizan de manera rutinaria en el ambito clinico
para el tratamiento de una variedad de enfermedades sanguineas tales como leucemias
y desordenes autoinmunes [16].

Un numero importante de descubrimientos experimentales sustentan el éxito de
la biologia de las HSPCs. Estos incluyen el desarrollo de sistemas de ensayos in vitro e

in vivo que evaltan el potencial de linajes y la auto-renovacion, asi como avances
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tecnolégicos que incluyen FACS (separacién celular activada por fluorescencia) y la
tecnologia de anticuerpos monoclonales, los cuales permiten la discriminacion y
evaluacion funcional de subconjuntos celulares a nivel clonal [16]. La sangre de cordén
umbilical, la sangre periférica y la médula 6sea son las principales fuentes de HSPCs.
Su caracterizacion y enumeracion a partir de estas muestras puede proveer informacion
valiosa para la investigacion clinica. Los principales marcadores que se emplean para
su evaluacion y aislamiento son CD34 y Thy1 y la ausencia de CD38, CD33 y HLA-DR.
Adicionalmente, las HSPCs expresan moléculas de adhesion como L-selectina,
integrinas y moléculas de adhesion celular asociadas al homing (H-CAM) [17]. CD34 fue
el primer marcador de superficie celular utilizado y se trata de un ligando transmembrana
para L-selectina, expresado por sélo un 0,5-5% de células de la sangre en higado fetal
humano; aproximadamente 0,1-0,4% de células de sangre de cordon umbilical; 1-3% de
células de la médula ésea adulta y 0,01-0,1% de células de sangre periférica [18]. Esta
proteina es monomérica y se encuentra altamente O-glicosilada. La densidad del
antigeno CD34 decrece con la maduraciéon celular y no es expresado en células
maduras [19,20]. A pesar de que la mayoria de las células CD34* (90-99%) co-expresan
CD38, las células que pueden dar lugar a colonias multi-linaje que contengan tanto
células mieloides como linfoides, reside en la fraccién CD387°" y en la fraccion CD90*.
Ademas, las células CD34+*CD38  y no las CD34*CD38* se encuentran enriquecidas en
células iniciadoras de cultivo a largo plazo [20]. Sin embargo, las HSPCs pueden ser
referidas simplemente como CD34*, una poblacién celular heterogénea, en la cual sélo
una pequefa fraccidbn son realmente HSCs, en la cual también existen células

inmaduras que exhiben un alto grado de potencial proliferativo [21].

2.1.3. Jerarquia y potencialidad

En el sistema hematopoyético las células madre (HSCs) residen en el punto mas
alto de la jerarquia hematopoyética y dan origen a células efectoras funcionales de al
menos nueve tipos diferentes en procesos de diferenciacion sucesivos de células

progenitoras cada vez mas comprometidas [16] (Figura 3).

8



Introducciéon 9

Bulo-renoacion

® HSC
L
:
L 3
) Progenitores
multi entes
i il tipot
"SR
i ¥
’ @
# / b
. /
s Fi 4 CLP
s / Gh
'
g . CMP 1 1".“.~
TE D;‘ PRy Progenitores
oo b T T oligopotentes
MEF | (.
o : g
GMP \ Eod Sk
L @ ! I e % X
’ i FA | X i 1 A N\
* - ’-" \ Y v ' h iy
L
Progenilores con @ @ 3 @c Frq.-‘r v P:“-E
restriccion de linaje @ e
L ! ! | Lo
+* * + + * + + *
3 R
Célulag efectoras ’ ﬁ ﬁ:} fra) 'ki.c .' e /
maduras Plagqueetas Macrafagos Linfocitos T Linfocitos B

Eritrocibos Granulocibes Cals dendrificas MH

Fig 3. Modelo de la jerarquia de desarrollo hematopoyético. Las HSCs con capacidad
de auto-renovacion residen en la parte superior de la jerarquia, dando origen a
un numero de progenitores multipotentes. Estos dan lugar a progenitores
oligopotentes que incluyen los CLP (progenitores comunes linfoides) y
CMP (progenitores comunes mieloides). Los primeros dan lugar a linfocitos By T
maduros y células Natural Killer (NK), mientras que los ultimos dan lugar a los
progenitores de eritrocitos y megacariocitos (MEP), que se diferencian en
megacariocitos/plaquetas y eritrocitos y a los progenitores de
granulocitos/macréfagos (GMP), que se diferencian en monocitos/macroéfagos y
granulocitos. Se ha propuesto que tanto los CMPs como los CLPs dan lugar a
las células dendriticas. El desarrollo de los progenitores oligopotentes a células
sanguineas maduras procede a través de un niumero de progenitores
intermedios (no mostrados, se indican algunos como Pro-DC, Pro-T, Pro-B,
Pro-NK). El pasaje de HSCs a progenitores multipotentes, oligopotentes y
linaje-especificos estd generalmente asociado a un incremento en el indice
proliferativo aunque esta tendencia no es absoluta (figura modificada de Bryder
y col., 2006 [22]).

Debido a que el tiempo de vida de la mayoria de las células efectoras es muy
corto, la produccién de células maduras de la sangre es un proceso continuo. Y esta
elevada tasa de recambio necesita profundos mecanismos de control homeostatico,
cuyo nivel primario reside en las HSCs [16].

La progenie intermedia esta constituida por progenitores multipotentes que
retienen potencial de linaje completo pero que tienen una capacidad limitada de
auto-renovacion. El potencial terapéutico de estos progenitores multipotentes es muy
alto, debido a que son significativamente mas abundantes que las HSCs [16].
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Los progenitores multipotentes dan origen a los oligopotentes, los que poseen
un potencial de desarrollo mas restringido y son un punto de ramificacion en la jerarquia
hematopoyética. Estos son: el progenitor comun linfoide (CLP), que origina a las células
efectoras linfoides maduras incluidos los linfocitos B, T, las células dendriticas y NK,
pero sin potencial para formar células mieloeritroides; y, por otro lado, el subconjunto de
progenitores mieloides capaz de dar origen a las células efectoras mielo-eritroides
maduras. Los progenitores mieloides carecen de la capacidad de generar progenie
linfoide [16] y dan lugar a leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos, basofilos y
eosinofilos), monocitos (que posteriormente dan lugar a los macréfagos), mastocitos,
megacariocitos (que originan las plaquetas) y eritroblastos (a partir de los cuales se
generan los eritrocitos) [7].

Estos procesos de diferenciacion son irreversibles en condiciones fisiol6gicas
normales de estado estacionario y se encuentran ajustados para satisfacer las
demandas homeostaticas de un determinado tipo celular efector. Por ejemplo, los
progenitores de granulocitos y macréfagos (que tienen un elevado recambio), tienen un
alto indice proliferativo, mientras que los CLP tienen menor indice de proliferacién,
presumiblemente debido a que los linfocitos By T son capaces ellos mismos de proliferar
durante la maduracién [16].

Este esquema de diferenciacién jerarquica también tiene el efecto de poner muy
poca presion de proliferacion en las propias HSCs, las cuales entran en ciclo celular muy
raramente y se encuentran principalmente en la fase Go del mismo. Esta presion de
proliferacion minima en las HSCs tiene el beneficio de no exponerlas a los peligros
potencialmente mutagénicos de la replicacion del ADN y la divisidbn celular. Esto
contribuiria a la integridad y longevidad requerida de estas células. Adicionalmente,
debido a que Go es una fase relativamente inactiva a nivel metabdlico, se ha sugerido
que asi también se expondrian a menores niveles de productos secundarios
metabdlicos dafinos y especies reactivas de oxigeno [16].

Un modo de evaluar la potencialidad celular implica detectar in vitro colonias
eritroides, megacariociticas y multilinaje (Figura 4) mediante el ensayo de formacién de
colonias (CFU, por sus siglas en inglés). En estos ensayos se pone en evidencia que
las células clonogénicas iniciales representan etapas intermedias separadas de la
diferenciacién hematopoyética, debido a que los requerimientos para el crecimiento y
las propiedades bioldgicas son diferentes para cada una de ellas [23].
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Fig. 4. Modelos jerarquicos de auto-renovacion y diferenciacion. Intermediarios
que se ponen en evidencia en ensayos clonales. Grafico donde se indica de
manera detallada la compartimentalizacién de subconjuntos de progenitores
intermedios restringidos a un linaje, basado en su comportamiento en ensayos
de colonias in vitro de corto plazo y propiedades que permiten su aislamiento. El
ensayo de Unidades Competitivas de Repoblacion (CRU) detecta células
hematopoyéticas transplantables con capacidad para generar todos los linajes
de células sanguineas. Los estadios intermedios son CFU-S/CFU-GEMM
(Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos, Eritrocitos, Monocitos y
Megacariocitos 0 Unidades formadoras de colonias de bazo, ya que fueron
aisladas por primera vez de bazo de ratén), BFU-E (Unidad Formadora de
Brotes- Eritorides), CFU-E (Unidad Formadora de Colonias- Eritroides), CFU-GM
(Unidad Formadora de Colonias de Granulocitos y Monocitos), CFU-G (Unidad
Formadora de Colonias de Granulocitos), CFU-M (Unidad Formadora de
Colonias de Monocitos), BFU-Mk (Unidad Formadora de Brotes de
Megacariocitos), CFU-Mk (Unidad Formadora de Colonias de Megacariocitos),
(figura modificada de Eaves, 2015 [23]).

2.1.4. Heterogeneidad dentro de la poblacion de HSCs

A pesar de que es conveniente pensar a las HSCs como una poblacién simple y
homogénea, con el comportamiento y potencialidad descriptos de manera general en el
apartado anterior, existe evidencia reciente que indica que no todas las HSCs son
iguales, sino que difieren en sus caracteristicas fisicas asi como en el estado del ciclo
celular y el fenotipo de sus marcadores de superficie y que ademas responden a
diferentes sefales extrinsecas y producen distintos linajes luego de su trasplante. Asi,
los trasplantes clonales de HSCs y una separacién celular mas refinada han identificado
subtipos de HSCs con diferentes propiedades funcionales, incluyendo diferencias en las
cinéticas de repoblacion, el estado del ciclo celular, las capacidades de auto-renovacién
y el resultado de la diferenciacion multilinaje. Sin embargo, aun no esta claro si estos
subtipos de HSCs son programados intrinsecamente durante el desarrollo o silas HSCs
inicialmente son idénticas y luego esta heterogeneidad es determinada por factores
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extrinsecos presentes durante la migracidén y colonizacion de las HSCs en diferentes
tejidos y nichos [24].

Asi, cuando una HSC es transplantada en ratones receptores adultos
irradiados/mielodeficientes, su funcion principal es la produccion de células
hematopoyéticas maduras (células mieloides, eritroides, plaquetas/megacariocitos y
células linfoides). La medicién de la produccién de los linajes de las células
hematopoyéticas maduras en sangre periférica luego de 4-6 meses, después de
trasplantes clonales revel6 que las HSCs presentan varios subtipos. Pueden ser
clasificadas como “mielo-sesgadas” (también llamadas “linfo-deficientes”),
“linfo-sesgadas” (también llamadas “mielo-deficientes”) y linfo-mielo balanceadas, de
acuerdo con la medicion de los linajes predominantes en la produccién total de las HSCs
derivadas del donante o segun su produccién relativa a la poblacién celular mieloide
mas la linfoide (tanto del donante como del receptor). El tltimo subgrupo predomina en
la médula 6sea adulta de ratones jévenes, mientras que en los ratones mas viejos
predomina una representacion mielo-sesgada [24,25].

Otros las han clasificado en HSCs con capacidad de repoblacién de largo
plazo (LT), plazo intermedio (IT) y corto plazo (ST), de acuerdo con su cinética de
reconstitucion a lo largo de un periodo de 24 semanas luego del trasplante clonal de
HSC en receptores primarios y 20 semanas en receptores secundarios [26]. En estas
pruebas, si bien todas las HSCs tuvieron capacidad de repoblacion multilinaje, los
grados de quimerismo del donante variaron en el linaje mieloide comparado con el linaje
linfoide. Las LT-HSCs exhibieron mayor grado de quimerismo de donante en los 5 linajes
evaluados, los cuales alcanzaron un umbral a las 4 semanas post-trasplante y
mantuvieron ese limite a las 24 semanas en el receptor primario y también luego del
trasplante secundario. Las IT-HSCs evidenciaron niveles mas bajos de quimerismo en
el mismo periodo de tiempo pero comenzaron a perder produccion mieloide y eritroide
luego del trasplante secundario. Las ST-HSCs no proveyeron un nivel persistente de
quimerismo en ninguno de los linajes en el receptor primario a lo largo de las
24 semanas, y los trasplantes secundarios mostraron una produccién
predominantemente linfoide [24].

La relacion entre el sistema de clasificacion LT/IT/ST y otras clasificaciones en
subtipos de HSCs implica que la mayoria de las LT-HSCs de la médula 6sea son
mielo-sesgadas, la mayoria de las ST-HSCs son linfo-sesgadas y el subtipo IT-HSC
contiene una poblacién mixta de HSCs (balanceada y linaje-sesgada) [24,27].
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2.2, El nicho hematopoyético

Los nichos de HSPCs estan presentes en diversos tejidos a lo largo del
desarrollo, comenzando en la region aorta-gobnadas-mesonefros y el saco vitelino,
seguido por la placenta, el higado fetal, el bazo y la médula 6sea. En el periodo
post-natal, la médula ésea es el sitio primario de mantenimiento de las HSPCs y de la
hematopoyesis, pero en respuesta a estrés hematopoyeético el nicho puede cambiar a
sitios extra-medulares [10].

El sistema circulatorio adulto depende de las células madre que residen dentro
de un nicho especifico en la médula ésea, en el cual existe una comunicacién ajustada
entre los nichos endosteal y vascular (arteriolar y sinusoidal), para la constante
generacion de los diferentes tipos de células de la sangre requeridos a lo largo de la
vida [28]. Se cree que las HSCs profundamente quiescentes se localizan alrededor de
las arteriolas y mas cerca del endostio (en ratones), mientras que las HSCs activadas,
mas abundantes que las inactivas, residirian en la vecindad de los sinusoides [29].

En la hematopoyesis, se han establecido cuatro actores celulares candidatos:
los osteoblastos, las células endoteliales sinusoidales, los adipocitos y las células
estromales mesenquimales (un tipo de célula madre presente en la médula que es
capaz de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condroblastos) [1,30].

El endostio, la region de interfaz entre la médula 6sea y el hueso, es infiltrado
con células osteoblasticas que secretan numerosas citoquinas, las cuales se cree que
dirigen el desarrollo, mantenimiento y comportamiento de las HSPCs a través del nicho
endosteal. Por ejemplo, se piensa que la trombopoietina (TPO) y la angiopoyetina
aumentan la quiescencia de las HSPCs. Los osteoblastos también expresan ligandos
unidos a membrana como Jagged, N-cadherina y quemoquinas, como SDF-1. Estas
moléculas de sefalizacion conducen la auto-renovacion de las células madre y la
mielopoyesis. SDF-1 regula las propiedades de migracion y homing de las HSPCs.
Adicionalmente, incluso altas concentraciones idnicas endosteales pueden regular el
comportamiento de estas células: los niveles elevados de calcio promueven la migracion
superficial [1]. Sin embargo, es importante re-enfocar la atenciéon en el endostio como
region regulatoria y no en los osteoblastos mismos [10]. Asi, los progenitores
mesenquimales capaces de formar hueso también pueden promover la formacion y
mantenimiento de los nichos de las HSPCs (por ejemplo reclutando vasculatura a la
médula 6sea), aunque no tengan un efecto directo. Ademas, el recambio éseo resulta
en concentraciones locales de calcio iénico altas, y el receptor capaz de monitorizar el
calcio promueve el injerto de HSPCs [10].

El nicho vascular es otro componente clave del ambiente regulatorio. Las células

endoteliales expresan factores cruciales como gp130, IL-B y CD130 que promueven la
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hematopoyesis. También se ha visto que la localizaciéon de las HSPCs en la médula
Osea es determinada por el nicho vascular. Las células reticulares CAR (CXCL-12-
abundant Reticular cells) proximas al endotelio sinusoidal juegan un rol en la localizacion
y migracion de las HSPCs, especificamente en la atraccion de éstas a través de la
secrecion de SDF-1 [1]. La proliferacién de las HSPCs también se encuentra regulada
por otros factores secretados por el linaje celular CAR, como CXCL12 [1], que ademas
es requerida para el mantenimiento y retencion de las HSPCs en la médula 6sea [10].
También Stem Cell Factor (SCF) tiene efectos pro-proliferativos y es secretado por
células CAR de esta region [1], células endoteliales y osteoblastos [29]. Particularmente,
la forma unida a membrana de SCF es necesaria para el mantemiento de las
HSPCs [10]. Por otro lado, la activacion de la sefalizacion de TGFB1 en megacariocitos
de la médula resulta en la quiescencia de las HSCs [29].

Ademas, independientemente del nicho vascular o endosteal, otras moléculas
bioactivas pequefias, como los eicosanoides y un ambiente hipdxico afectan
directamente el comportamiento de las HSPCs. La hipoxia, cuando el oxigeno cae por
debajo de ciertos niveles, incrementa la hematopoyesis [1]. Algunos de los elementos
que participan en la constitucién del nicho hematopoyético se muestran en la Figura 5.

Por otro lado, la conversion adiposa de la médula 6sea (esto es, la conversién
de la médula “roja” en médula “amarilla”) puede ser vista como un cambio fisiolégico en
el nicho que afecta la fisiologia de las HSPCs en regiones definidas del esqueleto. Esto
ocurre cuando regiones como los huesos cortos de las manos y los pies y las epifisis y
apdfisis de los huesos largos sufren conversion adiposa tempranamente en la vida
post-natal. El agotamiento de la hematopoyesis dentro de la médula amarilla implicaria
que las HSPCs sean retenidas en un estado quiescente a la vez que la funcidén
proliferativa de los progenitores corriente abajo es inhibida, o que las HSPCs mismas
sean inhibidas o reducidas. Este proceso transcurre de modo que los adipocitos que
reemplazan masivamente a las células reticulares comprimen las paredes sinusoidales.
Asi, los sinusoides individuales colapsarian y serian excluidos del flujo sanguineo, pero
retendrian una pared endotelial completa intacta. Se da entonces un proceso de corte
microvascular reversible. Esta reversion se observa en respuesta a anemia hemolitica

o sangrado [30].
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Fig. 5. Relacion entre los nichos vascular y endosteal en el control de las células
madre hematopoyéticas. Células de los nichos endosteal y vascular se
comunican y el balance de moléculas de sefalizacién entre los dos nichos, junto
con la sefalizacién derivada de los niveles de oxigeno y las moléculas pequefias
regulan el comportamiento de las HSPCs. En esta figura se indican algunas de
las moléculas involucradas: Ang-1 indica Angiopoyetina-1, SCF indica Stem Cell
Factor, SDF indica Stromal cell-Derived Factor-1, BMPs indica Bone
Morphogenetic Proteins, TGFbeta indica Transforming Growth Factor Beta,
Osteomacs son macrofagos de tejido éseo y TPO indica trombopoyetina (figura
modificada de Lilly y col., 2011 [31]).

2.3. Fuentes

Las HSPCs han sido ampliamente utilizadas durante mas de 40 afos para tratar
enfermedades hematoldgicas. Pueden ser aisladas a partir de varias fuentes:

e Médula ésea: in vivo, en adultos, la médula ésea, que consiste en unas
500-1.000 x10° células a una densidad de aproximadamente 10° células por mililitro, es
responsable predominante de la produccion de células sanguineas: produce
0,1 unidades de glébulos rojos (GRs) (2x10'? GRs/unidad), 2,5 unidades de plaguetas
(5,5x10" plaquetas/unidad) y 10 dosis de neutrdfilos (2x10'° neutréfilos/dosis) cada dia.
Bajo estrés, esta productividad puede ser incrementada hasta 10 veces [21]. Es la fuente
gue se ha empleado histéricamente como fuente de HSPCs para injertos, pero presenta
las desventajas de que las HSPCs tienen un potencial de expansién limitado y su
recoleccién es compleja [32].

e Sangre periférica (SP): la aféresis de sangre periférica no movilizada permite
colectar un nimero promedio de aproximadamente 13x10°® HSPCs (segun los datos
comunicados), mientras que es posible obtener hasta 400x10° células CD34+ a partir de
sangre periférica luego de la movilizacion con G-CSF [32].

La recoleccién de HSPCs a partir de médula ésea o luego de la movilizacion esta
asociada con posible morbilidad del donante y altos costos, lo que restringe estas
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practicas a usos médicos especializados (por ejemplo, al trasplante de células madre
luego de terapias anti-cancer) [21].

e Sangre de cordén umbilical (SCU): si bien el contenido celular de la SCU es
limitado, esta fuente es muy rica en HSPCs y tiene una mayor frecuencia de células
progenitoras en comparacion con la sangre periférica o la médula 6sea [33]. Alrededor
de 3-4 x10°células CD34* pueden ser aisladas a partir de una unidad [32]. Estas células
exhiben alta capacidad replicativa comparada con las HSPCs derivadas de organismos
adultos [383,34], ademas de poseer menores restricciones con respecto al pareo de HLA
(antigeno leucocitario humano), debido a que una incompatibilidad en uno o dos loci es
bien tolerada sin un incremento significativo en la posibilidad de padecer enfermedad de
injerto contra huésped (GVHD) o supervivencia afectada.

La sangre de corddn umbilical es recolectada luego del alumbramiento del nifio

y de la placenta, y por lo tanto no implica riesgos para él o para la madre [35]. Asi, se
ha establecido una red internacional de bancos de sangre que contiene mas de un
millén de unidades de sangre de corddn reservadas para injertos, lo que demuestra
que su recoleccién esta bien organizada y su disponibilidad esta asegurada [32]. En
este proceso de recoleccién las unidades son tipificadas y evaluadas para
enfermedades infecciosas previo a su criopreservacion, lo que hace que se encuentren

rapidamente disponibles [35].

24. Aplicaciones

24.1. Trasplante

Como fue mencionado, las propiedades de las células CD34* (migracion,
recoleccién y homing) permiten la utilizacion del trasplante de médula 6sea en el
tratamiento de enfermedades hematoldgicas. Asimismo, las HSPCs derivadas de SCU
son utilizadas en el tratamiento de este tipo de enfermedades, pero su empleo se ve
limitado a la poblacién pediatrica debido al bajo numero de células CD34* que contiene
cada unidad [18]. La expansion de estas células fuera del organismo o el trasplante de
dos unidades de SCU se evaluan como alternativa para mejorar los resultados del
trasplante en adultos y ninos mayores [36].

El trasplante de HSPCs es un procedimiento establecido para numerosos
desoérdenes congénitos y adquiridos del sistema hematopoyético, incluyendo
des6rdenes del sistema inmune y para reemplazo enzimatico en desoérdenes
metabdlicos [37]. Inicialmente fue desarrollado como terapia de rescate para pacientes
con cancer, luego de la exposicion a altas dosis de quimioterapia y radiacion, asi como
para la correccién de deficiencias severas del sistema hematopoyético. Actualmente, es

el Unico uso clinico probado de las células madre para:
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e Rescate de pacientes con cancer de los efectos téxicos de altas dosis de
quimioterapia y/o terapia de radiacién (trasplantes autdlogos o alogénicos).

e Correccion de desérdenes sanguineos severos congénitos o adquiridos
mediante el reemplazo del sistema hematopoyético del paciente por el del donante
(trasplantes alogénicos).

e Incremento del control de una enfermedad maligna mediante los mecanismos
efectores aloinmunes de la reaccién del injerto versus el huésped (trasplantes
alogénicos).

e Recomposicion del sistema inmune para suprimir la autoinmunidad

(trasplantes autdlogos o alogénicos) [36].

2.4.2. Terapia génica

Las HSPCs han sido por mucho tiempo blancos preferidos para la terapia génica
ex vivo ya que la modificacion genética de estas células multipotentes con capacidad de
auto-renovacion aseguraria un suministro continuo de progenie con las correcciones
genéticas requeridas. Estas células tienen el potencial de tratar condiciones que se
manifiestan cuando los linajes hematopoyéticos maduros fallan en desarrollarse o
funcionar correctamente. La correccion genética debe ser introducida de manera estable
en la cromatina celular, ya sea por insercion del transgen mediada por vectores o por
edicidon genética in situ. La terapia mediada por vectores de primeras generaciones
basados en gama-retrovirus presenta riesgos y limitaciones [38].

El desarrollo de vectores con eficacia y seguridad mejoradas en modelos
preclinicos, como los vectores lentivirales, ha renovado el interés en este enfoque. Las
terapias génicas con HSPCs que incorporan estos nuevos vectores han sido probadas
en enfermedades hereditarias severas del sistema inmune (Sindrome de Wiskott-Aldrich
e inmunodeficiencia combinada severa asociada al cromosoma X) y de la sangre
(B-talasemia), y en enfermedades neurodegenerativas (adrenoleucodistrofia vy
leucodistrofia metacromatica) [38].

El trasplante alogénico de HSPCs implica un riesgo considerable de morbilidad
y muerte, particularmente cuando es efectuado entre individuos con diferencias entre
sus HLA. Y aun en los casos en los que un donante apropiado pueda ser encontrado,
el riesgo de morbilidad continta siendo sustancial. La terapia génica con HSPCs puede
hacer frente a esta necesidad médica no resuelta, especialmente cuando no hay
disponibilidad de donantes compatibles [38].

2.4.3. Produccion ex vivo de células sanguineas
Por décadas, los suministros de componentes sanguineos transfundibles han

fallado en mantener el balance con una demanda creciente. Esto ha impulsado
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esfuerzos para desarrollar sustitutos sanguineos seguros y efectivos que pueden ser

producidos desde fuentes no inmunorreactivas [39].

2.4.3.1. Plaquetas

La transfusidn de plaguetas se emplea para proteger a los pacientes, incluso a
aquellos tratados con quimioterapia o trasplante de células madre, de trombocitopenia
y de los riesgos asociados. Desafortunadamente, uno de cada tres pacientes se hace
refractario a la terapia, por lo que requiere transfusiones repetidas de plaquetas. Durante
las ultimas décadas, un incremento mantenido de la demanda de plaquetas en
combinacion con su vida util, han representado un desafio constante para los centros
de terapia. Varios estudios han demostrado que las HSPCs de médula ésea, SP y SCU
son capaces de producir megacariocitos y plaquetas funcionales ex vivo [40,41].
Asimismo, se han desarrollado métodos para su produccion a partir de células madre
embrionarias, lo cual constituye un paso importante en la generaciéon de suministros de

plaquetas a gran escala y sin dependencia de donantes, para su uso clinico [39].

2.4.3.2. Neutrodfilos

En contraste con los GRs y las plaquetas, la recoleccion de rutina de neutréfilos
no es realizada comunmente. A pesar de su potencial uso como soporte para pacientes
neutropénicos, la logistica complicada de identificacién y andlisis de donantes, la
necesidad de movilizar HSPCs en estos donantes con citoquinas hematopoyéticas y las
dificultades para la obtencion de numeros suficientes de neutrofilos aun luego de la
movilizacién han limitado la practica de la transfusion de neutrdéfilos a s6lo unos pocos
especialistas en el mundo. Y asi, la neutropenia continta siendo una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad asociadas a quimioterapia. Si bien existen trabajos
que reportan su produccién in vitro a partir de HSPCs de SP, de SCU y de ESCs, los
elevados numeros de células requeridos generan la necesidad de contar con un

bioproceso escalable para poder aspirar a un uso clinico de rutina [21].

2.4.3.3. Gldbulos rojos (GRs) y otras células eritroides

La transfusién de GRs es comunmente usada en cirugias, traumas y terapias
para enfermedades malignas hematolégicas y sélidas, y es uno de los principales
tratamientos para las anemias hereditarias [42,43]. Ademas de las limitaciones comunes
de esta practica (compatibilidad, tiempo de preservacion, transmision de patégenos),
algunos pacientes sufren desabastecimientos crénicos debido a los polimorfismos de
los antigenos de grupos sanguineos [44]. Por esta razoén, la generacién de GRs in vitro
a partir de HSPCs permitiria obtener un sustituto adecuado [45,46].
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Numerosos trabajos de investigacion han demostrado la factibilidad de la
generacion ex vivo de células eritroides, particularmente GRs a partir de las HSPCs.
Este enfoque apunta a generar un suministro seguro y apropiado de GRs en casos de
fenotipos  raros, hemoglobinopatias y pacientes poli-transfundidos  con
poli-inmunizacion [47]. La aloinmunizacion implica una reacciéon inmune compleja que
resulta en el desarrollo de anticuerpos en contra de los antigenos presentes en los GRs,
cuyo riesgo de ocurrencia es mayor en pacientes transfundidos de manera crénica y en
pacientes con tipos sanguineos raros. Puesto que las transfusiones se realizan
rutinariamente de acuerdo a los tipos ABO y Rh-D, los pacientes pueden desarrollar
anticuerpos en contra de otros antigenos Rh y grupos sanguineos menores [48,49].
Ademas, los anticuerpos anti-GRs se pueden desarrollar durante el embarazo y luego
de trasplantes [48,49]. Estos anticuerpos poseen consecuencias graves (hemdlisis, falla
organica e incluso muerte) si el paciente es transfundido con GRs que expresan el
antigeno afin. Las transfusiones incompatibles pueden ocurrir cuando los anticuerpos
son indetectables. Debido a este riesgo bajo pero consistente, los pacientes
aloinmunizados son transfundidos con sangre de donantes identificados a través de
programas de reclutamiento dirigido y, a pesar de estos esfuerzos, la sangre para
pacientes aloinmunizados frecuentemente no esta disponible.

Si bien este principio de produccién ex vivo ha demostrado ser clinicamente
aplicable mediante la administraciéon en un humano de 10 GRs cultivados [50] y se han
logrado progresos sustanciales en los procesos biotecnolégicos dedicados a la
produccion de GRs [33,51,52], la rentabilidad continda siendo un gran desafio para
lograr un impacto real en el cuidado médico. Esto es debido a que se requieren mas de
2,5x10'2 GRs por transfusion [53]. Es necesario considerar que para la produccién de
GRs el costo del medio completo es muy elevado, en el cual los factores de crecimiento
representan mas del 90% del precio, y solo la eritropoyetina (hEPO) representa un 33%
del costo total del medio [21,47]. Por esta razdn, los bajos rendimientos de células
completamente maduras obtenidos hasta ahora hacen que el proceso sea costoso e
ineficiente [47,53,54]. Adicionalmente, la administracién in vivo de un nimero elevado
de células implica un mayor desafio inmunoldgico que la inyeccion de pequefos
voliumenes de sangre y es necesario mas conocimiento respecto de la transmision de
agentes adventicios y de los riesgos de neoplasias [55].

Mientras tanto, existen otras tres aplicaciones mas realistas que pueden ser
logradas con los sistemas de cultivo que actualmente se encuentran disponibles: GRs
reactivos para la identificacion de anticuerpos, el descubrimiento de drogas y la entrega
y liberacion de drogas en terapias personalizadas [55].
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e El uso de GRs reactivos para la identificacibn de anticuerpos en
kits/dispositivos diagnosticos requiere bajos numeros de estas células derivadas de
donantes con fenotipos/genotipos de grupos sanguineos comunes y raros, para asi
identificar pares de transfusion adecuados e individuos aloinmunizados (tanto pacientes
como donantes) y para determinar la especificidad de los anticuerpos
detectados [48,49,53,55]. Estos donantes son seleccionados cuidadosamente (y a
menudo pagados), pero la extraccion de sangre de donantes poco comunes
frecuentemente esté restringida (por falta de disponibilidad o suspension temporaria o
permanente). Aproximadamente sélo 2x108 GRs serian suficientes para realizar 100 de
estos ensayos. Asi, los GRs pueden ser generados in vitro a partir de las MNCs que
usualmente son descartadas durante los procesos de leucorreduccién [48,55].

e Por otro lado, la utilizacion de células eritroides primarias para el
descubrimiento de drogas y su evaluacion es apropiado para drogas que tienen como
blanco enfermedades con respuestas clinicas variables, que dependen de la edad, el
sexo y de polimorfismos genéticos [53]. Por ejemplo, se encuentran bajo consideracién
ensayos in vitro que miden las tasas de proliferacion/maduracion de eritroblastos para
el analisis de inductores de la produccion de hemoglobina F en talasemia y anemia de
células falciformes [56,57], de terapias celulares anti-malaria (uso de lentivirus para
inducir la sobre-expresiéon de miRNAs para inhibir la proliferacion intracelular del
parasito) [58,59], de inhibidores de caspasas en la infeccion por parvovirus B19 [60,61]
y de estimuladores de la eritropoyesis para sindromes mielodisplasicos, entre otras
aplicaciones [53]. Este tipo de ensayos tiene como objetivo reducir la experimentacion
animal e incrementar la sensibilidad y robustez de estudios pre-clinicos de toxicologia y
eficacia.

e Adicionalmente, el potencial de usar GRs como vehiculo para la entrega
dirigida de drogas ha sido considerada desde hace un tiempo. Las mejoras recientes en
tecnologia retroviral han abierto la posibilidad de usar GRs derivados de HSPCs
genéticamente modificadas como vehiculo para proteinas terapéuticas recombinantes.
Se ha establecido una prueba de principio para el uso de células eritroides para la
entrega sistémica de drogas en un modelo murino de hemofilia, un desorden congénito
de la coagulacién recesivo asociada al cromosoma X que se da debido a una deficiencia
en el factor VIl o IX. En este caso, Chang y col. han demostrado que el factor IX (hFIX)
fue producido especificamente por células eritroides modificadas [55,62]. Para ello
redirigieron una fraccion de la elevada capacidad de sintesis de globina por parte de las
células eritroides en maduracién a la produccién de proteinas secretadas (en este caso,
el hF1X). Para ello construyeron vectores lentivirales auto-inactivantes que codifican el
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hFIX bajo el control transcripcional del promotor humano de B-globina, enhancers y
locus control region, logrando una restriccion de la expresién del transgen a células
eritroides tardias. Y asi demostraron la factibilidad de dirigir la secrecién a largo plazo
del hFIX a niveles terapéuticos a partir de células eritroides derivadas de HSCs [62].
Esta clase de enfoques seria particularmente Util cuando se trata de la administracién
terapéutica de proteinas, especialmente aquellas con vida media corta, como es el caso
de los factores de coagulacion y seria concebible que la transfusién de GRs expandidos
in vitro sea una opcidn factible para alcanzar niveles terapéuticos de factor IX también
en pacientes con hemofilia [48]. Asimismo, la entrega de proteinas seria aplicable a un
numero de desordenes, que incluyen deficiencias en factores de coagulacion, pero
también de varias enzimas (en enfermedades de almacenamiento lisosomal, adenosina
deaminasa, apolipoproteina E) y de hormonas (hormona paratiroide, eritropoyetina), asi
como de factores anti-angiogénicos, anticuerpos humanizados y otros agentes anti-
tumorales.

Asi, se prevé que el progreso en estas aplicaciones intermedias facilite alcanzar
el objetivo ultimo de los GRs expandidos ex vivo, su empleo en transfusion [48]. Lo
explicitado se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Productos alternativos de células eritroides humanas generadas ex vivo (tabla
modificada de Zeuner y col., 2012 [48]).

PRODUCTO VENTAJAS DESVENTAJAS
HSPCs generadas en cultivos = Reduce el tiempo de recuperacion = Criterio de
en fase de expansion de de GRs luego del trasplante de seguridad a ser
progenitores, como terapia de HSCs. definido
soporte luego del trasplante de
HSCs
Eritroblastos generados en » Dosis terapéuticas pueden ser » Comportamiento
cultivos en fase de expansion producidas con la tecnologia in vivo ain no
de eritroblastos, como actual. definido
productos alternativos para = Criterio de seguridad similar a = Posible
transfusiones cronicas aquellos usados para los productos genotoxicidad

basados en GRs
= Establecimiento de bio-repositorios
para uso en emergencias
GRs producidos en cultivos en = Criterios de seguridad establecidos = Las dosis

fase de maduracion terminal similares a aquellos para las terapéuticas no
como: unidades de sangre incluidos: pueden ser
» GRs reactivos = Caracterizacion funcional in vitro producidas con la
» Entrega sistémica de drogas (expresién de antigenos de grupo tecnologia actual
» Productos alternativos para sanguineo, deformabilidad,

transfusiones cronicas y contenido de hemoglobina y curvas

agudas de disociacién de oxigeno)

= Caracterizacion funcional in vivo en
modelos animales mejorados
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Adicionalmente, la posibilidad de llevar adelante estas aplicaciones diversas de
la produccién de células eritroides a partir de HSPCs nos han impulsado a desarrollar
estrategias para reducir el uso de factores de crecimiento costosos en el proceso de
cultivo y a contribuir a una mejor comprension y desarrollo de los procesos de

produccién de células eritroides in vitro.

3. DIFERENCIACION ERITROIDE

3.1. La eritropoyesis in vivo

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, resulta importante para el
desarrollo de este trabajo de tesis comprender la biologia de los GRs, particularmente
el proceso por el cual se generan naturalmente. La importancia de conocer esto reside
en que los procesos destinados a su produccién in vitro requeriran, en cierto grado,
emular dicho proceso natural.

Asi, en los adultos los glébulos rojos son los productos celulares terminalmente
diferenciados de una jerarquia compleja de progenitores hematopoyéticos que
progresivamente se hacen mas restringidos al linaje eritroide. Durante el proceso de
diferenciacién los progenitores eritroides se expanden enormemente para satisfacer los
requerimientos diarios de eritrocitos [63].

El proceso de eritropoyesis incluye diferentes fases: una primera fase de
compromiso/proliferacion, en la cual las HSPCs son inducidas por factores extrinsecos
(factores de crecimiento) e intrinsecos (factores de transcripcion) a expandirse y a
activar los programas de diferenciacion [64]. En esta fase ocurre una diferenciacion en
progenitores mieloides y linfoides. Las células progenitoras mieloides son multipotentes
y a continuacién pueden diferenciarse en progenitores bipotenciales que se restringen
a las vias eritoide/megacariocitica y granulocitica/macrofagica [65]. A partir de los
primeros, se originan los precursores BFU-E (Burst Forming Units-Erithroid) de
proliferacion lenta, que son los primeros progenitores inmaduros con restriccion eritroide
y se denominan asi porque su progenie temprana es movil, y en ensayos de formacion
de colonias dan lugar a colonias con multiples subunidades de células diferenciadas.
Estas colonias grandes contienen hasta varios miles de células hemoglobinizadas y su
crecimiento es dependiente de SCF, TPO, interleuquinas 3y 11 (IL-3 e IL-11) y FLT3-L
(por FMS-like tyrosine kinase 3-ligand). A partir de los BFU-E se originan los CFU-E
(Colony Forming Units-Erythroid), los cuales en medios con metilcelulosa se pueden
observar como pequefas colonias de 16-125 células [63]. Este estadio se divide
rapidamente y en pocos dias se diferencia en estadios posteriores [65]. No es posible
reconocer progenitores de tipo BFU-E y CFU-E morfol6gicamente, sino que su deteccion
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se realiza ex vivo mediante ensayos de formacion de colonias. La adquisicion de
receptores para EPO ocurre en el estadio medio-tardio de BFU-E y para el momento en
que estas células alcanzan la etapa de CFU-E, poseen el maximo numero de receptores
de EPO en su superficie. Durante este periodo, las células son completamente
dependientes de EPO para su supervivencia [66].

La segunda fase es una etapa de maduracion, en la cual la primera célula
eritroide morfolégicamente reconocible (el pro-eritroblasto) se hace incapaz de proliferar
y sufre alteraciones citoplasmaticas y nucleares [64]. Esto ocurre naturalmente en las
islas eritroblasticas, las cuales son unidades estructurales en la médula ésea
consistentes en un macrofago central rodeado por progenitores eritroides que se
encuentran en proceso de diferenciacion [63], tal como se indica en la Figura 6. El
contacto directo con los macrofagos incrementa la proliferacién de los eritroblastos [67].
Los pro-eritroblastos sufren cuatro o cinco divisiones mitéticas y pasan por una serie de
estadios de maduracion llamados eritroblastos basofilicos, eritroblastos policromaticos
y, finalmente, eritroblastos ortocrométicos, punto en el cual las células salen del ciclo
celular. Para el momento en el que las células alcanzan el estadio de eritroblasto
policromatico tardio, son independientes de EPO para su supervivencia [66]. En este
proceso, la maduracion citoplasmatica incluye pérdida de mitocondrias, reduccion del
numero de ribosomas y reorganizacion de la estructura de microfilamentos, mediado por
un programa autofagico, una via proteolitica dependiente de proteosomas desarrollado
por células eucariotas. Adicionalmente se acumula hemoglobina y otras proteinas
especificas eritroides. Los cambios nucleares incluyen condensacion de los
cromosomas y pérdida de las uniones citoplasma-nicleo en preparacion para la
enucleacion, lo que representaria un caso extremo de division asimétrica [64].

Una tercera etapa implica la diferenciacion terminal que incluye un cambio en la
morfologia celular y remocién del nacleo o enucleacién para producir GRs maduros [65].
Aqui, el nacleo condensado es aislado del citoplasma por un anillo de membranas
citoplasmaticas y se mueve hacia un lado de la célula. Entonces, el eritroblasto
ortocromatico es particionado en dos estructuras hijas, el reticulocito, que contiene la
mayoria del citoplasma, y el pirenocito, que contiene el nicleo condensado revestido en
una delgada capa citoplasmatica. A esto se le denomina extrusién nuclear o enucleacion
y es favorecida por interacciones entre los eritroblastos y el macréfago central dentro
del nicho eritroide. Los pirenocitos son engullidos y degradados por el
macréfago [64,66], ya que comienzan a exponer una sefal correspondiente a la
apoptosis temprana en su superficie, la fosfatidilserina (el mantenimiento de
fosfatidilserina exclusivamente en la membrana interna requiere energia, pero el nacleo

contiene ATP en muy bajos niveles) [63]. En el paso final de la eritropoyesis, los
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reticulocitos multilobulares maduran en eritrocitos discoides, lo cual esta acompafnado
por pérdida de organelas intracelulares, pérdida de area superficial, disminucion del
volumen celular y reorganizacion de la membrana y los componentes del

citoesqueleto [68].
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Fig. 6. Las islas eritroblasticas son agregados multi-celulares hallados en la
médula ésea para el desarrollo de los glébulos rojos. A. Isla eritroblastica
visualizada en médula ésea tefida por Wright-Giemsa. Se observa el macréfago
central rodeado por una cohorte de eritroblastos adjuntos (modificado de
Kaushansky y col., 2016 [69]). B. Proceso de proliferacion y diferenciacion dentro
del nicho eritroide. Los eritroblastos tempranos son células de mayor tamario con
nucleo localizado centralmente; los eritroblastos méas diferenciados son células
mas pequefias que contienen nlcleo localizado de manera adyacente a la
membrana plasmatica. Los ndcleos expelidos sufren fagocitosis por parte del
macréfago central. Los reticulocitos jovenes multilobulados inicialmente se
encuentran unidos a la superficie del macréfago y posteriormente se desunen
(modificado de Chasis y Mohandas, 2008. llustracion por Paulette Dennis [67]).

3.2. Factores de crecimiento involucrados

El linaje celular especifico es indicado por sefales quimicas también conocidas
como citoquinas e interleuquinas. Usualmente estas sustancias son glicoproteinas que
tienen como blanco estadios celulares especificos [70]. Estas son producidas por células
del microambiente medular, pero también por células inmunes y por érganos por fuera
de la médula, particularmente el higado y el rindbn que producen, respectivamente, TPO
y EPO [71].

Los principales factores de crecimiento que regulan la eritropoyesis in vivo son
el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), la IL-3, el SCF, las interleuquinas IL-1,
IL-6, IL-4, IL-9, IL-11, el insulin growth factor IGF-1 y la EPO [70].

SCF, IL-1, IL-3, IL-6 e IL-11 estimulan a las HSPCs a diferenciar en CFU-GEMM
y en progenitores mieloides. Las CFU-GEMM luego se diferencian en CFU especificas
para precursores eritroides, de granulocitos, monocitos, macréfagos, eosindéfilos y
megacariocitos en presencia de GM-CSF e IL-3 [70].
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A partir de aqui, la EPO cumple un rol esencial durante los estadios tardios de la
maduracién eritroide. Se trata de una hormona glicoproteica de 30,4 kDa, que es
secretada principalmente por las células intersticiales del rifidn, las cuales son capaces
de sensar el balance entre el oxigeno suministrado por los capliares sanguineos y el
consumo de oxigeno por parte de las células tubulares. En funcion de este balance
ocurre una regulaciéon enddcrina rindn-médula 6sea por parte de EPO [72,73]. Asi, en la
médula 6sea actla inicialmente sobre los progenitores eritroides mas primitivos que son
las BFU-E. Puesto que éstas tienen baja sensibilidad a EPO, requieren de la accién de
factores adicionales para su supervivencia y proliferacién. Por lo tanto, EPO actua
sinérgicamente con otros factores de crecimiento como SCF, TPO, GM-CSF, IL-3, IL-4,
IL-9 e IGF-1, para regular la maduracion y la proliferacion desde el estadio de BFU-E,
CFU-E a proeritroblasto, pero ejerce su efecto principalmente sobre las CFU-E
induciendo su transformacion en proeritroblastos [70].

Cabe aclarar que EPO no determina el desarrollo de BFU-E, no recluta células
hacia el linaje eritroide ni especifica el destino celular. En lugar de esto, ejerce un control
dinamico sobre la formacion de GRs permitiendo el crecimiento, supervivencia y
diferenciacién de la progenie de los progenitores celulares comprometidos hacia el linaje
eritroide [70,74]. EI mecanismo primario por el cual la EPO mantiene la eritropoyesis es
la prevencion de la muerte celular programada o apoptosis [75]. Otros efectos de la
unién de EPO a sus receptores (EPOR) en la membrana de los progenitores eritroides
son: a) el incremento de la capacidad mitotica a nivel de célula progenitora y b) el inicio
y mantenimiento de la maduracién a nivel de los precursores mediante un estimulo
constante de hemoglobinogénesis [75-78]. Se sabe que la concentracion plasmatica de
EPO es relativamente baja (5-30 mU/ml) y cuando el hematocrito desciende linealmente,
se produce un incremento exponencial de este valor [71].

Adicionalmente, SCF retrasa la diferenciacion y maduracién eritroide, lo que
permite la auto-renovacién de los progenitores antes de que esto ya no sea posible.
C-Kit, el receptor de SCF, se expresa en progenitores CD34* en altos niveles hasta el
estadio de CFU-E y luego declina progresivamente hasta desaparecer en eritroblastos
poli/ortocromaticos [71].

Asi, se ha demostrado que EPO y SCF son absolutamente requeridos para el
desarrollo eritroide. Estos actiian de manera sinérgica para incrementar la eritropoyesis
por diversos mecanismos moleculares. SCF hace a las células més sensibles a EPO vy,
asi, el requerimiento de EPO es menor para la supervivencia y proliferacién eritroide. Al
mismo tiempo, SCF ralentiza la diferenciacion eritroide. Mecanisticamente, existe una
co-sefalizacion entre c-Kit y EPOR mediante una fosforilacibn en un dominio
citoplasmatico de EPOR [71].
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Para asegurar una produccion constante de GRs se requieren, adicionalmente,
varios componentes incluyendo hierro para la sintesis de hemoglobina, acido folico y
vitamina B12 para la sintesis de ADN. Las hormonas esteroides, a través de sus
receptores nucleares, incrementarian la produccion de GRs. Similarmente, los
glucocorticoides contribuirian a incrementar la produccion eritroide durante la
eritropoyesis en condicién de estrés. También existen evidencias que indican un rol del
sistema renina angiotensina en la regulacion de la eritropoyesis [71].

Entre las citoquinas que regulan negativamente la eritropoyesis se encuentran:
el factor de necrosis tumoral TNF-aq, el interferon IFN-Y, el factor de crecimiento tumoral
TGF-B1 y SDF-1 cuando se encuentra en altos niveles [71]. Se sabe que TNF-a inhibe
la eritropoyesis mediante clivaje mediado por caspasa del principal factor de
transcripcién eritroide GATA-1, resultando en apoptosis, 0 mediante el retardo de la
proliferacion [67]. Asimismo, TGF-B perturba la eritropoyesis de diversas maneras:
inhibiendo la proliferacion de eritroblastos por reduccion del nUmero de progenitores en
ciclo y mediante la aceleracién de la diferenciacién de progenitores que no se
encuentran ciclando; aunque también actia produciendo reorganizacién del
citoesqueleto de actina, lo cual tendria efecto sobre la estabilidad de la membrana [67].

A partir del conocimiento de los factores involucrados en el proceso in vivo, se
han desarrollado medios de cultivo para la produccién ex vivo de células eritroides que,
si bien difieren en su composicion en cada protocolo, en general contienen SCF, EPO,
dexametasona y transferrina, usualmente suplementados con insulina o IGF-1 [63]. En
la Tabla 2 se resumen los factores involucrados en el proceso de eritropoyesis ex vivo
y sus funciones. La variedad de factores descriptos en estos procesos indica que el
efecto de las citoquinas es dependiente de los diferentes estadios celulares y que, por
lo tanto, es necesario definir el conjunto de citoquinas mas apropiado para realizar estos
cultivos [65]. A esta necesidad responde uno de los objetivos planteados en este trabajo
de tesis.

Es necesario destacar que se encuentra bien documentada la capacidad que
tienen los precursores eritroides de completar su diferenciacién terminal in vitro en
presencia de EPO, pero sin macrofagos o contactos con la matriz extracelular, lo que
demuestra que existe un programa de diferenciacién autonomo en los progenitores
comprometidos. Sin embargo, el grado de proliferacion y diferenciacion que ocurre bajo
estas condiciones, asi como la eficiencia de enucleacion, de ningun modo se aproxima
a lo que ha sido documentado in vivo. Asi, este programa autonomo en conjuncién con
las interacciones de adhesién, los mecanismos de intercomunicacion celular, y las vias

de retroalimentacion regulatoria que tienen lugar en los nichos eritroides son necesarias
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para generar 2x108 reticulocitos/segundo en un estado estacionario, con capacidad de

incrementar esta produccion unas 15 a 20 veces bajo condiciones de estrés [67].

Tabla 2. Factores que regulan la eritropoyesis ex vivo (tabla modificada de
Singh y col., 2016 [65])

Factores Rol/Efecto en la eritropoyesis Receptor
ex vivo
Factores de crecimiento/citoquinas de origen humano o animal
EPO Diferenciacion y proliferacion de EPOR
células eritroides
IL-3 Diferenciacion y proliferacién de CD123/IL3RA,
células progenitoras mieloides CD131/IL3RB
GM-CSF Factor de crecimiento de glébulos CD116
blancos
G-CSF Inductor de la movilizacién de HSCs CD114
desde la médula ésea hacia el torrente
sanguineo
IGF-1 Estimula las CFU-E en rat6n Receptor de IGF-1
SCF Regula las HSCs en médula 6sea CD117
Moléculas sintéticas
Dex Anti-inflamacién

Poloxamero 88  Induce la enucleacién de GRs

Lipidos ricos en  Induce las tasas de proliferacion

colesterol

Hidrocortisona Incrementa la proliferacién de células
progenitoras eritroides

3.3. Otras variaciones fenotipicas ocurridas durante la maduracion
eritroide

Paralelamente con la maduracién de HSPCs y su compromiso hacia el linaje
eritroide, ocurren en los precursores cambios en sus marcadores de superficie. Las
HSCs inicialmente se diferencian en un progenitor multipotente (MPP) y luego un
progenitor comun mieloide (CMP) caracterizado como CD34+*CD38+*CD36*. Una vez que
ocurre la restriccién hacia el estadio de progenitor eritroide/megacariocitico (MEP), las
células se hacen CD34+*CD38"°“+CD36 [79]. En una publicacion reciente se analizo el
perfil transcripcional de células Unicas y se demostro que la fraccion celular clasificada
como MEP, de acuerdo a su perfil inmunofenotipico, no es una poblacién celular
homogénea; por el contrario esta compuesta por al menos tres sub-fracciones con
expresion génica y capacidad funcional diferenciales: los pre-MEPs (enriquecida en
progenitores bipotentes capaces de diferenciacién eritroide y megacariocitica y de
diferenciacién mieloide residual) y las fracciones E-MEP y MK-MEP, con capacidades
sesgadas hacia la diferenciacion eritroide y megacariocitica, respectivamente. Los
pre-MEPs presentan fenotipo CD71°CD41-CD34""CD38"°“CD123"9"CD45RAM9",
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mientras que los E-MEPs presentan fenotipo CD71*CD41" y el 90% de las colonias que
de ellos derivan son eritroides BFU-E/CFU-E [80].

Continuando en la jerarquia de diferenciacion eritroide, la expresion de CD34 es
baja en proeritroblastos; del mismo modo que CD38 decrece con la maduracion. A la
vez, los proeritroblastos expresan CD71 y CD235a (glicoforina A), los cuales se
encuentran ausentes en MEPs [81]. El receptor de transferrina CD71 media la
incorporacion de complejos hierro-tranferrina y se encuentra altamente expresado en la
superficie de células del linaje eritroide [82]. Sin embargo, los eritroblastos inmaduros
presentan fenotipo CD235a"9%  mientras que los maduros tienen fenotipo
CD235aMa" [55]. In vitro, esta expresidn se incrementa progresivamente hasta las etapas
de eritroblasto policromatico-ortocromatico [55]. La expresién de hemoglobina A
coincide con la aparicion de los eritroblastos basofilicos [83].

Del mismo modo, existen diferentes patrones de expresion a medida que
progresa la diferenciacion de los eritroblastos: el grupo de proteinas que describe un
incremento en la expresién incluye a CD235a (o GPA) y GPC, proteinas cuyos dominios
citosolicos son punto de anclaje para el citoesqueleto, mientras que los extracelulares
permiten la interaccién con otras células [84]; Banda 3 (un intercambiador anidnico [84]),
que muestra el incremento mas dramatico y progresivo a lo largo del tiempo; RhAG y
RhD (transportadores gaseosos [84]) [68]. Ademas se sabe que durante la eritropoyesis
definitiva, los eritroblastos expresan un arreglo diverso de moléculas de adhesion que
sufren una variacion dinamica durante la diferenciacion. Estas proteinas median
interacciones entre eritroblastos, eritroblastos-macrofagos y la unién a los componentes
de la matriz extracelular, tales como fibronectina y laminina [67].

Otro grupo muestra un patréon de expresion disminuida, dentro del cual se
encuentran moléculas de adhesion como integrina a4, a5 y B1, CD44, CD36, CD47,
CD59, CD71, CD147 y Kell [68]. Particularmente, el marcador CD36, receptor de
trombospondina, es expresado in vitro desde el estadio de CFU-E hasta la etapa
basofilica y su expresion se pierde progresivamente durante la transicion desde los
estadios policromatofilicos a ortocromaticos [55]. En la Tabla 3 se indica un breve
resumen de los cambios que ocurren en la expresion de estas proteinas a medida que
transcurre el proceso de diferenciacion. Asimismo, en la Figura 7 se observa un resumen

grafico del proceso de diferenciacién y maduracion eritroide.
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Fig. 7. Progreso morfologico e inmunofenotipico del proceso de diferenciacion y
maduracion del linaje eritroide. A. llustracion de los diferentes estadios del
proceso de diferenciacién mostrando tamanos relativos y apariencia morfol6gica
conocida o presunta, indicAndose algunos procesos clave como la expresion del
EPOR, la sintesis de hemoglobina y cambios fundamentales para la maduracién
como la enucleacion y la eliminacion de componentes celulares. B. Morfologia
celular caracteristica de cada estadio de diferenciacion, obtenida por coloracion
de May-Grinwald-Giemsa. C. Expresién diferencial de marcadores de superficie
celular a lo largo de la eritropoyesis. Abreviaciones: Baso, basofilico; BFU-E,
unidad formadora de brotes-eritroide; CFU-E, unidad formadora de colonias
eritroide; CFU-GEMM, unidad formadora de colonias de granulocitos, eritrocitos,
macréfagos y megacariocitos; CMP, progenitor comun mieloide; EB, eritroblasto;
EPO, eritropoyetina; EPOR, receptor de EPO; HSC, célula madre
hematopoyética; MEP, progenitor bipotente megacariocitico-eritroide; Orto,
ortocromatico; Poli, policromatofilico; GR, glébulo rojo; Ret, reticulocito (figura
modificada de Koury y Haase, 2015 [85] y Kim, 2014 [86]).

Tabla 3. Expresion de antigenos durante las diferentes etapas de eritropoyesis (tabla
modificada de Attar, 2014 [81])

MEP Proeritroblasto Eritroblasto  Eritroblasto Eritrocito
basofilico  policromatico
CD34 ++ -/+ - - -
CD36 - ++ +++ ++ -
CD38 ++ + -/+ - -
CD45 ++ + -/+ - -
CD45RA - NA NA NA NA
CD71 - +++ +4++ +++ -
CD117 ++ ++ - - -
CD123 - NA NA NA NA
CD235a - +/++ +++ +++ +++
HLA-DR ++ ++ + - -
Hemoglobina - - -/+ + +++

+++ significa expresion fuerte; ++ significa expresion moderada;+ significa expresién débil;
+/- significa expresién muy débil; - significa no expresién; NA indica que no hay datos disponibles.
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4, ASPECTOS = RELEVANTES EN LOS PROCESOS
BIOTECNOLOGICOS DESTINADOS A LA PRODUCCION DE
CELULAS ERITROIDES

41. Medios de cultivo

Una o6ptima expansion eritroide in vitro se logra cuando las células son
inicialmente cultivadas en medio de proliferacién y luego transferidas a un medio que
favorezca su maduracion. Es decir, los procesos de proliferacion y maduracion de los
eritroblastos son favorecidos por condiciones de cultivo mutuamente
excluyentes [54,83,87].

Se sabe que entre las condiciones requeridas para la proliferacion de los
eritroblastos, es necesaria la presencia de receptores funcionales de EPO y de
glucocorticoides [88,89]. En ratones, éstos inducen la eritropoyesis de estrés, una fase
de produccién de GRs acelerada observada en el bazo de estos animales, cuando se
recuperan de anemia hemolitica. Esto impulsé el uso en cultivos liquidos de una
combinacién de glucocorticoides (como dexametasona, un ligando sintético del receptor
de glucocorticoides), estradiol y factores de crecimiento para generar un numero
elevado de eritroblastos [89,90]. Asi, un trabajo inicial utiliz6 condiciones de
amplificacién eritroide en dos fases: la primera, de expansion, implicd la estimulacién
con SCF, concentracion sub-6ptima de IL-3 (para promover la proliferacion sin limitar la
diferenciacién mieloide), EPO, Dexametasona y estradiol; la segunda fase, de
maduracion, incluy6 la estimulacién con EPO e insulina [77]. Sin embargo, se dice que
estas dos fases son mutuamente excluyentes, ya que se ha comprobado que en
presencia de dexametasona se encuentra activada la via autofagica en los eritroblastos,
la cual en este caso no es usada para su maduracion y extrusion nuclear, sino que
induce muerte mediada por autofagia, a menos que los eritroblastos sean transferidos
a medio de maduracién con EPO e insulina, pero sin dexametasona. Se ha reportado
que tanto la insulina como el IGF-1 sinergizan los efectos de maduracién de EPO,
promoviendo la condensacién nuclear y la enucleacién [91]. Por otro lado, se vio que el
estradiol es relativamente menos importante en puntos iniciales del cultivo, mientras que
tiene un rol crucial en los ultimos dias, probablemente por prevenir el agotamiento de
los telébmeros [55]. Estudios posteriores del grupo del Dr. Douay demostraron que los
eritroblastos generados en estas condiciones son capaces de madurar en GRs in vivo,
cuando son transfundidos en ratones inmunocomprometidos [92] e in vitro, cuando son
co-cultivados con lineas celulares estromales adecuadas [51].

In vivo, la maduracion de los eritroblastos ocurre en las islas eritroblasticas
donde, como se menciond previamente, se cree que la interaccion

macrofagos-eritroblastos promueve la hemoglobinizacién favoreciendo la incorporacion
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de hierro y la enucleacion. Estas interacciones celulares han sido modeladas incluyendo
en el segundo paso de cultivo ya sea macréfagos derivados de células CD34* [93] o
células estromales mesenquimales, lo que permitié la observacion de tasas de
enucleacion aproximadamente del 100% [51]. También han sido alcanzadas tasas de
enucleacion satisfactorias mediante la induccién de un estado competente para la
auto-extrusion nuclear en el segundo paso de cultivo con EPO, IGF-2, VEGF y
mifepristona [52] o con hormona tiroide (T3), suero humano y el compuesto quimico
ZK112993 [94]. Tanto mifepristona como ZK112993 son antagonistas de
glucocorticoides.

Para potenciar la expansion de los eritroblastos, algunos investigadores han
pre-cultivado las células CD34+ bajo condiciones disefiadas para promover la expansion
de las HSPCs. Este pre-cultivo no utiliza EPO y contiene SCF y FLT3-L y puede o no
contener TPO [92,93,95,96]. Las mayores tasas de proliferacion (hasta 10°-10° veces),
sin embargo, hasta ahora han sido obtenidas en cultivos iniciados con células CD34* de
sangre de corddn pre-cultivadas con co-cultivo con células estromales [93].

Recientemente, Chaurasia y col. [97] han demostrado que la adicién de acido
valproico al pre-cultivo de células CD34+* de sangre de cordén estimuladas con SCF,
FLT-3L y TPO permite la generacion de numerosos eritroblastos. Por otro lado, debido
al efecto en la supervivencia, proliferacién y/o diferenciacion que tienen IGF-2 y VEGF,
Miharada y col. los han incluido en el medio de expansion, obteniendo mayores
incrementos (en veces) que los observados con la combinacién de EPO, SCF e IL-3
solamente [52].

Otros factores que favorecen la proliferacidén de los eritroblastos son, por un lado,
la hipoxia (5-6% O3) [98] y, por otro, el Poloxamero 188 (Pluronic F68, un polimero con
superficie no ibnica comunmente usado durante la administracion intravenosa de drogas
y en cultivo celular). Se observé que este ultimo seria un material adecuado por inducir
buena expansién celular y mejor morfologia eritroide [99].

4.2. Fuentes celulares alternativas bajo consideracion

Ademas de las HSPCs, las células madre embrionarias humanas (hESCs) y las
iPS también estan siendo activamente investigadas como fuente de progenitores
eritroides para la expansion ex vivo de eritroblastos. Puesto que los GRs no tienen
nucleo, las consideraciones de seguridad sugieren que los globulos rojos podrian
representar el primer producto de terapia celular en ser generado a partir de hESCs e
iPS. Las iPS serian generadas a partir de células somaticas maduras de cualquier
individuo (fibroblastos, células CD34*y células T) por expresion forzada de Oct4, Sox2,
KlIf4 y c-Myc, teniendo asi el potencial de generar GRs compatibles. Sin embargo, el
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proceso en si aun no se encuentra adecuadamente controlado y genera lineas de iPS
que presentan gran variabilidad en la expansion de eritroblastos [55]. Otra posibilidad
que permite la tecnologia de reprogramacién es reprogramar cualquier célula somatica
(en este caso fibroblastos) directamente en progenitores eritroides inducidos, evitando
el estado de pluripotencia mediante la sobre-expresion de genes adecuados [100].
Algunas ventajas y desventajas de las posibles fuentes celulares se presentan en la
Tabla 4.

Finalmente, un enfoque prometedor consiste en la generacion de células
eritroides maduras a partir de lineas celulares eritroides inmortalizadas. Asi como las
iPS, éstas pueden ser generadas a partir de fenotipos de grupos sanguineos especificos
y tienen dos ventajas teéricas principales: su facilidad de cultivo y la posibilidad de
generar lineas en estadios mas sincronizados. La prueba de concepto de esta estrategia
fue establecida en 2008 por Hiroyama y col. [101], quienes generaron lineas de
progenitores murinos que luego fueron diferenciadas hasta la etapa de enucleacion.
Luego, dos grupos de investigacion [102,103] generaron lineas celulares eritroides
humanas, pero con pobre enucleacién [32].

Tabla 4. Fuentes de células madre para producir GRs ex vivo (tabla modificada de
Zeuner y col., 2012 [48]).

PRODUCTO VENTAJAS DESVENTAJAS
HSPCs de sangre = Gran potencial de expansion eritroide = Cantidades limitadas
descartada fetal o con la tecnologia actual
adulta = Productos de transfusion especificos

para cada paciente

= Criterio de seguridad establecido para
la seleccién de donantes

» Cantidad ilimitada

Células madre = Pobre potencial de

embrionarias » Tedricamente Util para generar expansion eritroide con la
descartadas productos de transfusion universales 0 tecnologia actual
(hESC) Rh — = S6lo 3 de las 136 hESCs

iPSCs (con o sin
correccion
genética)

» Puede someterse a caracterizacién
GMP (Buenas Practicas de
Manufactura, por sus siglas en inglés)
(screening viral, cromosémico,
protedmico, genético, perfil
epigenético, etc.)

» Cantidad ilimitada

= Adecuada para producir productos de
transfusién donante-especificos
incluso GRs de donantes de grupos
raros.

» Puede someterse a caracterizacién
GMP (screening viral, cromosémico,
protedmico, genético, perfil
epigenético, etc.)

actualmente disponibles
son de grado GMP

= El genotipo de las 3
lineas GMP es 0/B Rh+

= Propensi6n a adquirir
anormalidades
cariotipicas

= Restriccion ética

= Pobre potencial de
expansion eritroide con la
tecnologia actual

= Sujeto a adquirir
anormalidades
cariotipicas

= Asuntos de propiedad
relativos al donante a ser
definidos
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4.3. Sistemas de cultivo

En el proceso de desarrollo de sistemas biotecnoldgicos destinados a la
produccion de células eritroides a partir de HSPCs es necesario tener en cuenta ciertas
particularidades que surgen del tipo de producto (celular) y su fuente de produccion
(cultivo primario de células progenitoras):

e A diferencia de los procesos biotecnolégicos estandar, en los cuales el
material de partida es una linea celular homogénea o un clon bien caracterizado, aqui
la fuente celular, por lo general, es un pool de células en diferentes estadios de
maduracion derivados de varias unidades de SCU (o SP movilizada o médula 6sea). Es
muy probable que las condiciones 6ptimas no sean las mismas para cada unidad de
sangre y que por esto, requieran adaptacion. Adicionalmente, el objetivo final de
produccion implica el monitoreo de la expansion de células y de su maduracion, dos
parametros entre los cuales debera existir un compromiso [47].

e En los procesos a gran escala, la técnica de perfusion que es la principal
estrategia empleada para incrementar la concentracion celular, no puede ser
directamente transpuesta por razones econdémicas, ya que el medio de cultivo es
demasiado caro, lo que también requeriria hallar otro método para eliminar los productos
de desecho conservando las moléculas caras en el medio de cultivo [47].

Los primeros intentos de diferenciacion eritroide con elevadas productividades
comenzaron cuando, en 2005, se generaron grandes cantidades de GRs a partir de
HSPCs de SCU [51]. Sin embargo, este procedimiento tuvo dos grandes desventajas:
el uso de un sistema de co-cultivo con células estromales murinas o humanas, lo que
implica limitaciones para su escalamiento y, por otro lado, los bajos rendimientos
obtenidos. Luego, en 2006, Miharada y col. reemplazaron exitosamente el sistema de
co-cultivo por suero, aunque con menores tasas de expansién y enucleacién [52].
Finalmente, en 2011, se lograron reemplazar todos los alo-componentes del medio por
sus proteinas recombinantes equivalentes, finalizando asi esta adaptacion, con vistas a
su potencial utilidad clinica [34].

Hasta ahora, los cultivos de rutina han sido realizados en condiciones estaticas
en placas de cultivo, con concentraciones terminales maximas de alrededor de
2-5 x10° células/ml. Recientemente, Baek y col. propusieron un método para
incrementar las tasas de enucleacidbn cargando positivamente las placas de
cultivo [104].

En cuanto al uso de biorreactores para el cultivo, sélo hay disponibles un numero
limitado de publicaciones. Sin embargo, se han realizado muchos intentos de escalar el
cultivo de HSPCs con el objetivo de incrementar el numero de células madre
recolectadas para terapia celular y trasplante luego de la quimioterapia. Ha sido probado
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un amplio rango de biorreactores: biorreactores airlift, frascos spinnery biorreactores
tanque-agitado, de fibra hueca, reactores de lecho fijo con microcarriersy reactores de
frascos rodantes [47], obteniéndose los mejores resultados con reactores tanque
agitado y de frascos rodantes. En 2011 fue demostrado por primera vez que es posible
expandir y diferenciar células en GRs en biorreactores WAVE con los mismos
rendimientos que en cultivos estaticos [34], pero los autores mantuvieron la
concentracion celular baja intencionalmente. Finalmente, concentraciones de
2x108 células/ml se obtuvieron en un sistema de fibra hueca modificado de 8 ml, pero la
maduracién celular no fue evaluada [105,47].

Otra alternativa que han explorado numerosos grupos es la imitacion del
microambiente medular de modo de inmovilizar las células, lo que favoreceria las
interacciones célula-célula que modulan el crecimiento y la maduracién. Para esto se
han usado estructuras naturales o sintéticas (hidrogeles, ceramicas, vidrios, matrices
fibrosas o composites), a veces con moléculas biolégicas activas para la sefializacion
especifica. En general, estas matrices 3D son prometedoras para reducir los volimenes
de cultivo y la dependencia en citoquinas costosas, para asi aumentar la longevidad de
los cultivos [47].

5. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

5.1. Relevancia del empleo de estrategias de diseno experimental

A pesar de la real necesidad de implementar sistemas alternativos a los sistemas
2D convencionales, es importante destacar que la mayor parte del costo de produccién
de células eritroides deriva del medio consumido. En particular, de acuerdo a los datos
obtenidos por Timmins y Nielsen [21] para la produccién de GRs maduros los factores
de crecimiento representan el 57,5% del precio del medio completo, mientras que la
transferrina y el plasma representan un 36%. El medio en si mismo no cuesta mas del
3% del total, lo que resalta el hecho de que los mayores esfuerzos deberan ser
realizados en relacidén a estas moléculas complementarias [47]; estos datos se indican

en la Tabla 5.

34



Introduccion

Tabla 5. Costo porcentual detallado del medio completo requerido para producir una
unidad de GRs a 5x107 céls./ml (tabla modificada de Timmins y Nielsen, 2009 [21] y Rousseau
y col., 2014 [47]).

Reactivo Porcentaje (%)
Medio basico 3,5
Transferrina 17
Albumina de suero humana 19
Insulina 3
EPO 33
IL-3 9
SCF 15,5
TODOS LOS FACTORES DE CRECIMIENTO 57,5
Total 100

Ademas del elevado costo de los suplementos, cabe recalcar que las mayores
tasas de proliferacion reportadas han sido obtenidas mediante co-cultivo con células
estromales y/o pasos multiples, en los cuales diferentes factores de crecimiento y
concentraciones son utilizados en distintas etapas de cultivo a lo largo de 15-18
dias [106]. Es asi que cobra particular importancia la optimizacién de la composicion del
medio de cultivo, teniendo en cuenta la capacidad de diferenciacion de las HSPCs. Este
dinamismo celular resulta en la generacion de poblaciones heterogéneas con
requerimientos diferenciales que deben ser analizados y considerados para aprovechar
al maximo la capacidad de replicacién y diferenciacién celular [107].

Sin embargo, estos métodos tradicionales de dosis-respuesta empleados para
estudiar el efecto de dichos factores, variables del “bioproceso”, en los cultivos, proveen
sélo una cantidad limitada de informacion puesto que los parametros son variados uno
ala vez durante el experimento (estrategia OVAT o One Variable At a Time, una variable
a la vez, por sus siglas en inglés). Asi, en general no revelan efectos de la interaccion
entre las variables y tampoco representan la verdadera naturaleza del proceso in vitro'y
de las respuestas bajo estudio [106]. Adicionalmente, el nimero de experimentos es
importante cuando el nimero de factores se incrementa y, usualmente, el dominio
experimental explorado es mas pequefio comparado con aquél examinado con un
enfoque multivariado [108].

De este modo, el uso de DoE (Disefio de Experimentos), un método estadistico
para estudiar y caracterizar los procesos de cultivos celulares, constituye un modo
eficiente para abordar la experimentacion que minimiza el nimero de experimentos
requeridos para caracterizar y optimizar de manera sistematica y robusta un dado
proceso [106,107]. En el sistema bajo estudio la reduccidén del numero de experimentos
es particularmente relevante debido a que, en primer lugar, obtener un numero

importante de células CD34* a partir de cualquiera de sus fuentes naturales resulta
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complejo y costoso. La baja disponibilidad de fuentes de HSPCs apropiadas esta
vinculada a varias cuestiones: se requieren numerosas muestras libres de agentes
adventicios, de volumen y celularidad (es decir, proporcion o concentracion de células
hematopoyéticas, la cual varia segun la edad del paciente) apropiados, cuya obtencion
esta sujeta a la existencia de convenios fuertes entre el ambito académico y nosocomial
que aseguren una apropiada disponibilidad de las mismas. Esto es importante dada la
baja frecuencia de HSPCs en cualquiera de sus fuentes naturales. Adicionalmente,
estos requisitos se vuelven alin mas inaccesibles para el caso de las muestras de
médula 6sea, por el reducido nimero de donantes y el protocolo invasivo que implica
su recoleccién. En segundo lugar, como ha sido mencionado previamente, el costo
asociado a los cultivos para la expansién y diferenciacién de HSPCs es, en la actualidad,
excesivamente elevado.

Asi, el arreglo de disefios DoE permite desarrollar varias tareas, tales como
screening de factores, caracterizacion de procesos y optimizacion [107], mejorando de
este modo la eficiencia de la experimentacion a través de la aplicacién de los tres
principios basicos del disefio experimental: aleatorizacion, replicacion y bloqueo [109].

5.2 Disefio de Experimentos (DoE) y Metodologia de Superficie de

Respuesta (RSM)

Cuando el o los mecanismos subyacentes a un proceso no son comprendidos
completamente y el experimentador debe generar un modelo empirico, dado en general
por una funcién polinbmica de primer o segundo orden, este modelo empirico es
denominado Modelo de Superficie de Respuesta. Asi, la Metodologia de Superficie de
Respuesta (RSM, por sus siglas en inglés) es un conjunto de técnicas estadisticas y
matematicas utiles para desarrollar, mejorar y optimizar procesos. En estos procesos
existen medidas de su funcionamiento o de su calidad, denominadas respuestas, las
cuales se encuentran influenciadas por variables independientes o factores, sujetos al
control del experimentador [110].

La RSM abarca: a) el disefio de un conjunto de experimentos que generara
medidas adecuadas y confiables de la(s) respuesta(s) de interés; b) la determinacién
del modelo matematico que mejor se ajuste a los datos recolectados a partir del disefio
escogido, a través de la realizacion de pruebas de hipétesis apropiadas en relacién a
los parametros del modelo; y c¢) la determinacion del ajuste 6ptimo de los factores
experimentales que producen un valor maximo (o minimo) de la(s) respuesta(s) [111].

5.2.1. La naturaleza secuencial y sistematica de la investigacion de
superficies de respuesta

Este método cientifico se caracteriza por la realizacién de experimentos en

etapas (o secuencialmente), utilizando la informaciéon adquirida a partir de un conjunto
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de experimentos para planear la estrategia siguiente. Para llevar a cabo de manera
correcta un disefio experimental, la mayoria de los autores recomienda considerar los
siguientes pasos: en primer lugar, determinar el problema y los objetivos de
optimizacion, asi como la evaluacién del tiempo y el costo de experimentacion. Luego,
se deberan seleccionar la/s variable/s respuesta, asi como los factores y sus niveles. En
este sentido, se deben detectar y examinar cuidadosamente todos los factores
(cuantitativos y/o cualitativos) que puedan afectar el proceso vy, si es necesario, realizar
experimentos para determinar cudles de ellos tienen mayor influencia [108].

A continuacién sera necesario determinar y aplicar un disefio experimental
adecuado para cada etapa. Las estrategias de experimentacion comienzan con disefios
factoriales, los cuales proveen una herramienta de seleccion de factores. Durante esta
fase, los experimentadores buscan descubrir los pocos factores fundamentales que
generan efectos estadisticamente significativos de importancia practica para el objetivo
de mejora del proceso. Para ahorrar tiempo y dinero en este estadio temprano, en el
cual un numero de factores desconocidos debe ser estudiado, la estrategia requiere del
uso de analisis de baja resolucién, que por lo tanto implican llevar a cabo sélo una
fraccion de todas las combinaciones posibles. Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que recortar el numero de corridas experimentales reduce la capacidad del
disefio de resolver todos los posibles efectos, especificamente las interacciones de
mayor orden, es decir, aguellas que involucran un mayor numero de factores [112]. Asi,
los disefios de screening de tipo factorial completo, factorial fraccionado y
Plackett-Burman, todos ellos a dos niveles por factor, son los mas ampliamente
utilizados debido a que son econdmicos y eficientes [108].

Luego de que el sistema ha sido caracterizado y se tiene certeza razonable de
gue se han identificado los factores importantes, el siguiente objetivo es usualmente la
optimizacion, 1o que implica encontrar los niveles de estos factores importantes que
resultan en valores deseables de la/s respuesta/s [113]. Los disefios mas utilizados son
los factoriales completos a tres niveles, el central compuesto, Box-Behnken, D-optimal
y Doehlert. Todos ellos permiten obtener datos que deben ser generalmente modelados
usando polinomios de regresion lineal multiple para caracterizar una superficie de
respuesta. Los datos generados a partir de ella deben ser generalmente modelados a
través del ajuste de cuadrados minimos o, excepcionalmente, a través de redes
neuronales artificiales. Cuando un elevado nimero de respuestas debe ser optimizado
(siguiendo un criterio apropiado), la funcién deseabilidad es la herramienta que se aplica
mas comunmente [108].

Una vez que los datos obtenidos en los dos pasos anteriores (screening y

optimizacion) han sido analizados, el experimentador debe generar conclusiones
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practicas acerca de los resultados y recomendar un curso de accion. También deberan
llevarse a cabo corridas de seguimiento y pruebas de confirmacion para validar las
conclusiones experimentales [113].

Los programas de computacion son ampliamente utilizados para asistir a los
experimentadores en la seleccion y construccion de disefios experimentales. Estos

programas presentan las corridas del disefio experimental en orden aleatorio [113].

5.2.2. Modelado en la etapa de screeningy de RSM

El enfoque general para el analisis estadistico de disefos de screening para cada
respuesta a ser analizada implica a) estimar los efectos de los factores y examinar sus
signos y magnitudes, b) construir un modelo inicial para la respuesta, c) realizar pruebas
estadisticas, d) refinar el modelo eliminando las variables no significativas y e) analizar
los residuos para asegurar la adecuaciéon del modelo y sus supuestos. Asi,
adicionalmente, las variables seleccionadas a partir de cualquier analisis grafico
deberian ser examinadas mediante analisis de varianza (ANOVA) y, si es necesario, el
modelo deberia ser reducido por remocién de cualquier variable no significativa [108].

Por otro lado, la ecuacién del modelo para la RSM usualmente se ajusta
mediante la metodologia de cuadrados minimos (LSM), una técnica de regresién
multiple que ajusta un modelo a un conjunto de datos experimentales, hallando los
coeficientes que minimizan el término residual. Las redes neuronales artificiales (ANN)
representan otra herramienta para el modelado multivariado no-lineal. En cada caso, el
modelo ajustado debe ser capaz de describir adecuadamente los datos para realizar
predicciones estadisticas [108].

Cuando se aplica LSM, es habitual asumir que los valores esperados de los
errores se encuentren cerca de cero, que sean independientes y de varianza constante
y, al menos, distribuidos de manera aproximadamente normal. Sin embargo, la
respuesta es medida siempre con cierto error, razdn por la cual estas suposiciones
deberian ser corroboradas. Para minimizar la falta de normalidad o de homocedasticidad
de los residuos existen al menos tres metodologias: a) usar métodos no-paramétricos,
b) usar modelos lineales generalizados y c) analizar una respuesta transformada que
cumpla con el requerimiento de normalidad [108].

Para determinar si el ajuste de la regresion lineal multiple es significativo se
realiza una prueba de ANOVA y el modelo es considerado satisfactorio cuando la
regresion es significativa y la falta de ajuste (LoF, por sus siglas en inglés) es
no-significativa para el intervalo de confianza seleccionado. Sin embargo, obtener un
modelo significativo no implica necesariamente que éste explica correctamente la

variacion de los datos. Consecuentemente, es necesario evaluar los graficos de
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residuos, el coeficiente de determinacion (R?) y el coeficiente de determinacién ajustado
(R2aj), que representa el porcentaje de la varianza que es explicado por el modelo.
Ademas, la evaluacion de los residuos externamente studentizados es util para detectar
puntos de los datos que no ajustan adecuadamente al modelo seleccionado
(outliers) [108].

5.2.3. Optimizacion de multiples respuestas

Cuando el procedimiento de optimizacidn involucra mas de una respuesta, no es
posible optimizar cada una de ellas de manera separada, ya que se obtendria un nimero
de soluciones igual al de variables bajo estudio [108].

En la optimizacion de un proceso, la solucion general debe estar incluida dentro
de una regién Optima, llevando a un cierto grado de conformidad con los criterios
propuestos para cada variable del sistema; es decir que se debe encontrar una solucién
de compromiso. Para esto se pueden emplear diferentes técnicas [108].

En cuanto a la optimizacion gréfica, ésta implica la superposicion de graficos de
contorno de cada respuesta individual, lo que permite obtener una soluciéon conjunta
siempre y cuando el numero de respuestas y factores no sea demasiado elevado [108].

Otra opcién es el empleo de la funcion Deseabilidad (Deseabilidad de Derringer),
cuyo objetivo es hallar condiciones operacionales (niveles de los factores) que aseguren
la conformidad con los criterios de todas las respuestas involucradas y, al mismo tiempo,
proveer el mejor valor de compromiso en la respuesta conjunta deseable. Esto se logra
convirtiendo las multiples respuestas en una unica. Cuando la Deseabilidad alcanza un
valor diferente de cero, todas las variables que estan siendo simultaneamente
optimizadas se consideran en un valor deseable. El procedimiento de optimizacién
implica maximizar ese valor de Deseabilidad [108].

El paso final en una optimizaciéon de multiples respuestas es predecir los valores
que pueden adquirir las diferentes respuestas cuando se aplican las combinaciones
optimas de los factores, usando modelos de ajuste. Luego, se deberian efectuar corridas
experimentales para verificar dichas predicciones [108].

6. INGENIERIA GENETICA DE HSPCs

La introduccion de genes de manera estable en HSPCs promete curar
deficiencias genéticas congénitas y podria proveer terapias potenciales para infeccién
por VIH y cancer. Las HSPCs son, en este sentido, blancos para estrategias de terapia
génica para estas enfermedades, ya que pueden ser genéticamente modificadas ex vivo
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y luego del trasplante, contribuir a la hematopoyesis por largos periodos de tiempo,
posiblemente por toda la vida del receptor [114].

Pero también se debe recalcar que si se crearan lineas celulares que generen
grandes numeros de células eritroides mediante la incorporacion de determinadas
secuencias génicas, las mismas tendrian varias ventajas, incluyendo una mayor
reproducibilidad y la posibilidad de hacer que éstas secreten sus propios factores de
crecimiento o proteinas que favorezcan cultivos 6ptimos [47]. Estas aproximaciones
resultan de particular interés para el desarrollo del presente trabajo. Asimismo, varios
grupos ya se encuentran intentando implementar tales lineas celulares teniendo como
blanco moléculas como HOXB4, para hacer que las lineas se regeneren [115,116].

Para llevar a cabo este tipo de estrategias es necesario utilizar sistemas
estables de transferencia de genes, de modo de asegurar cambios genéticos a largo
plazo en las células sanguineas. Es asi que el uso de sistemas virales que se integran
se presenta como una opcién adecuada. Los retrovirus recombinantes se han
establecido como las herramientas de eleccion, con tres géneros diferentes: Y-retrovirus
(o retrovirus tipo C u oncoretrovirus), lentivirus y spumavirus. Otros sistemas virales,
como el virus adeno-asociado, han tenido un éxito limitado en el contexto de las
HSPCs [117].

e Los vectores Y-retrovirales han sido usados en modelos de trasplante de
pequenos y grandes animales, y aprobados para su uso en mas de 40 ensayos clinicos
basados en la transduccion ex vivo de células CD34* autélogas [117].

e Los vectores spumavirales son los mas recientes y estan comenzando a ser
evaluados en HSPCs [117].

e Los vectores lentivirales (LVs) se basan, en general, en el VIH-1 y tienen la
capacidad de transducir células que no se encuentran en divisién (ademas de aquellas
que se encuentran en division) y de acomodar grandes secuencias gendmicas

necesarias para la regulacion efectiva del transgen [117,118].

6.1. Ventajas y estructura de los vectores lentivirales

La habilidad de los vectores lentivirales de transducir células que no se
encuentran en divisidn se ha vinculado a varios elementos virales que incrementan la
translocacion y localizacién nuclear, los cuales se encuentran presentes en los lentivirus
pero no en los Y-retrovirus. Las sefiales de localizaciéon nuclear han sido encontradas
en la proteina de matriz gag de VIH-1, en la proteina regulatoria Vpr y en la integrasa,
todos ellos componentes del complejo de pre-integracién (que transporta activamente
el material genético dentro del nucleo celular a través del complejo del poro
nuclear [119]). Vpr es dispensable para la infeccion de células arrestadas y de células
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CD34* quiescentes, por lo que no se la incluye en los sistemas de empaquetamiento de
tercera generacion. Ademas de estas proteinas virales, el tracto central de polipurina
incrementa la eficiencia de transduccion de HSPCs no estimuladas, aparentemente
incrementando la importacién nuclear del complejo de pre-integracion. Sin embargo, a
pesar de este comportamiento favorable de los LVs, se ha establecido que las células
en Gy son mas propensas a ser transducidas que las células en Go. Por esta razon, se
han refinado varios procedimientos para optimizar la transduccién lentiviral en HSPCs:
mientras que algunos omiten el procedimiento tipico de pre-estimulacién que es
requerido para la transduccion Y-retroviral [120-122], otros aun utilizan la activacién
celular mediada por citoquinas antes de adicionar el vector [123—-125]. El consenso que
se ha establecido es que el uso de citoquinas tempranas es benéfico para la
transduccién y no necesariamente reduce la capacidad de repoblacion de las HSPCs;
en general se utiliza un coctel con SCF, TPOy FLT3-L [117].

Se ha establecido que, como los Y-retrovirus, los vectores derivados del VIH-1
tienden a integrarse mas cerca de los genes que lo que se esperaria de un proceso
aleatorio, pero los LVs no tienen como blanco principal la region 5’ del gen, tal como
ocurre con su contraparte murina (MLV). Esto sugiere que los LVs son menos propensos
a transactivar un oncogen corriente abajo mediante activacion transcripcional, aunque
serian mas propensos a reducir las interacciones enhancer-promotor entre el vector y
los genes adyacentes [117].

Otras ventajas que poseen estos vectores es que las proteinas virales no se
expresan luego de la transduccion, que pueden transferir elementos genéticos
complejos, tales como secuencias policistrénicas o que contienen intrones y que tienen
un sistema relativamente sencillo para la manipulacion y produccion del vector [126].

Por las razones expuestas los LVs seran de eleccion para transferir el material
genético a las HSPCs de SCU, como parte de uno de los objetivos de este trabajo.

La mayoria de los vectores lentivirales disponibles actualmente se basan en
vectores lentivirales de segunda y tercera generacion, que han sido mejorados para
optimizar su seguridad e infectividad [126]. Los de tercera generacién, cuya estructura
se muestra en el Figura 8, fueron los empleados en el presente trabajo, y poseen
diferentes propiedades:

e Estan pseudotipados con la proteina VSV-G (glicoproteina G del Virus de la
Estomatitis Vesicular). Esta proteina es sustancialmente méas estable que la
glicoproteina de envoltura del VIH-1. Ademas se sabe que la VSV-G se une al
componente ubicuo de membrana fosfatidilserina, permitiendo que estos vectores
transduzcan un conjunto de células marcadamente mayor, incluso células no

mamiferas [126].
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¢ No poseen las proteinas virales accesorias Vif, Vpu, Vpr o Nef, las cuales son
esenciales para una eficiente propagacion/virulencia del VIH-1 en células primarias o
in vivo [126].

e Presentan una delecion de la region U3, en las repeticiones terminales (LTR).
Estas regiones actian como promotores/enhancers virales y esta delecion resulta en
una inactivacion transcripcional de los genomas virales potencialmente empaquetables
en la célula transducida. Por esto se los denomina vectores SIN (self-inactivacting) [126].

e Son Tat-independientes. A pesar de ser una proteina accesoria, Tat, junto con
Rev, es indispensable para la replicaciéon del VIH-1. Ademas Rev es provista a partir de
un plasmido separado. La independencia de Tat es lograda reemplazando la region
promotora U3 del LTR &', la cual es dependiente de Tat, en el vector de transferencia
por un promotor viral fuerte como CMV (promotor de citomegalovirus) o RSV (promotor
del virus de sarcoma de Rous) [126].

e Se emplean cuatro plasmidos para generar lentivectores de tercera
generacion:

a. pMDL/pRRE: esta construccion de empaquetamiento contiene sélo los genes
gag (poliproteina de cépside) y pol (retrotranscriptasa viral);

b. pREV: este plasmido expresa Rev, la cual posee la capacidad de unirse a las
secuencias RRE, presentes en pMDL/pRRE y en pLV, y promover la exportacion nuclear
hacia el citoplasma.

c. pVSV-G: codifica la VSV-G; y

d. pLV: un plasmido de transferencia SIN, dirigido por un promotor fuerte
heterdlogo.

Puesto que los elementos del vector se encuentran distribuidos en cuatro
plasmidos, se requieren al menos tres eventos de recombinacion para generar virus
similares a VIH-1 con capacidad replicativa. Y si esto ocurriera, las particulas generadas
tendrian sélo tres de los nueve genes del VIH-1 [126].

Como se observa en la Figura 9, en el vector de transferencia existen todas las
secuencias necesarias para la expresion del transgen de interés, como asi también las
secuencias cis-actuantes requeridas para el correcto ensamblado de la particula
lentiviral que, ademas de las regiones LTRs modificadas, incluyen:

e Psi (y): es una secuencia de empaquetamiento, requerida para la
incorporacién del ARN gendémico a las particulas virales [126].

e RRE (Rev response element): se trata de una region que posee la secuencia
requerida para la union de la proteina Rev, la cual promueve la exportacion del ARN del
nucleo al citoplasma [126].
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e cPPT (central polypurine tract): es una regidn rica en purinas que promueve
la retrotranscripcion viral cuando las particulas lentivirales transducen una célula y
estimulan la importacién nuclear [127].

o WPRE (Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element): se
trata de una region ubicada corriente abajo del gen de interés que actua estabilizando
el ARN mensajero [127].

e Promotor: tradicionalmente se emplea el promotor constitutivo CMV, pero en
el caso de la expresion génica en HSPCs, los promotores son criticos para maximizar y
estabilizar la expresion del gen exdgeno. Asi, un promotor muy empleado en el caso de
la expresiéon de genes en HSPCs es el EF1-a (Elongation factor 1-alpha), un promotor
constitutivo utilizado para la expresion ectépica en diversos contextos in vitro e in vivo.
Este es derivado del gen EF1A1, el cual expresa la subunidad alpha del factor de
elongacion 1 eucariota, y permite una expresion robusta, constitutiva y de largo plazo
del gen de interés en tipos celulares en los cuales los promotores CMV son
frecuentemente silenciados, como es el caso de las HSPCs [128,129].

of
Plasmido de > gag | PR/RT/IN |
empaquetamiento Em'“l'l"l.’i'(‘ﬁ?ﬂmma HEE-polyA

Plasmido | _
codificante de Env VSV-G  =polyA
Plasmido M

codificante de Rev m polyA

Plasmido — ™\ ———
dertramstoramncla @>—R Em.Tz;Em.-mnmf.,.t,- 0] R
LTR 5" sin U3 LTR 3 deltal3

Fig. 8. Vectores lentivirales de tercera generacion derivados del HIV-1. Plasmido de
empaguetamiento, contiene los genes gag y pol; pVSV-G, codifica VSV-G; pRev,
codifica la proteina Rev. El vector de transferencia contiene el transgen a ser
incorporado (figura modificada de Sakuma y col., 2012 [126]).
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Fig. 9. Resumen de la produccion de particulas lentivirales recombinantes a partir

del sistema de vectores de tercera generacion y de la transduccion de

células blanco. En el paso @ se observa que las células productoras (por
ejemplo, HEK293T) son transfectadas con 4 plasmidos que codifican la proteina
VSV-G, proteinas virales esenciales como gag, pol y rev y el plasmido de
transferencia que codifica el gen de interés. Se indicia aqui también un detalle
del vector lentiviral de transferencia, que posee la secuencia del gen de interés
regulado por el promotor EF1a, una secuencia de regulacién post-transcripcional
(WPRE), una region de purinas (cPPT), como asi también el resto de las
secuencias cis-actuantes para el ensamblado de las particulas virales. LTR: long
terminal repeats; RRE: Rev response element; y: region empaquetadora; V:
self-inactivating mutation (SIN). En @ se observa el ensamblado de la particula
viral y su liberacion al sobrenadante de cultivo a través de un proceso de
brotacion con la membrana plasmatica de la célula productora, resultando en
una envoltura que contiene la VSV-G. El medio que contiene las particulas es
recolectado (y almacenado) y posteriormente usado en la © transduccién de las
células blanco. En este proceso las particulas ingresan a las células y las
capsides son descubiertas, revelando asi el genoma a ARN vy las enzimas
virales. EI ARN viral es retrotranscripto en ADN, el cual se integra en el genoma
de la célula blanco. @ Finalmente ocurre la transcripcion y traduccién del ADN
lentiviral, resultando en la produccion de la proteina codificada por el gen de
interés (figura modificada de http://www.mirusbio.com [130] y de
Pfeifer y col., 2010 [131])
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

A partir de lo expresado en la introduccién, se despende la importancia de
continuar avanzando en la comprension y el desarrollo de los procesos de produccion
ex vivo de células eritroides. Con las tecnologias de cultivo disponibles actualmente,
seria posible aplicar estas células con diversos fines: el uso de GRs reactivos para la
identificacion de anticuerpos en kits/dispositivos diagnésticos; la utilizacion de células
eritroides primarias para el descubrimiento de drogas y su evaluacién para ciertas
patologias, reduciendo asi la experimentacion animal e incrementando la sensibilidad y
robustez de los estudios pre-clinicos; asi como también la evaluacion de estos
candidatos celulares en la entrega dirigida de drogas para el tratamiento de diversas
patologias adquiridas o hereditarias. Adicionalmente, los progresos realizados en la
produccion eritroide con estos fines intermedios también contribuirian a alcanzar el
objetivo ultimo de los GRs obtenidos in vitro, su empleo en transfusion.

Con estas perspectivas, se plantea como objetivo general de este trabajo el
desarrollo de condiciones de cultivo y de nuevas estrategias que permitan obtener
células eritroides a partir de HSPCs derivadas de sangre de cordén umbilical,
reduciendo el consumo de factores de crecimiento costosos requeridos en el proceso
de expansion y diferenciacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar HSPCs utilizando como fuente sangre de cordon
umbilical
1.1. Recolectar sangre de corddn umbilical (SCU) y generar un banco

celular de trabajo constituido por células mononucleares derivadas de
dichas unidades.

1.2. Purificar HSPCs CD34".
1.3. Analizar el rendimiento y eficiencia del proceso de purificacion.
2. Desarrollar condiciones de cultivo para la produccion de células

eritroides a partir de HSPCs

2.1. Seleccionar aquellos suplementos de cultivo que contribuyan mas
significativamente a la expansion de las HSPCs y optimizar sus
concentraciones.

2.2. Cultivar las HSPCs expandidas en condiciones adecuadas para la
expansién y maduracion de precursores eritroides.

2.3. Evaluar las caracteristicas inmunofenotipicas de los productos

celulares.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.
3.5.

Objetivos

Modificar genéticamente las HSPCs con la secuencia de hEPO,
de modo que las células secreten la hormona en el medio de
cultivo, con el objeto de reducir la suplementacién con este factor
Ensamblar vectores lentivirales de tercera generacién que contengan
la secuencia de hEPO, asi como vectores que contengan la secuencia
de la proteina verde fluorescente GFP (vectores reporteros)
Desarrollar condiciones para la adecuada transduccion de HSPCs
utilizando el vector reportero

Modificar genéticamente las HSPCs empleando el vector con la
secuencia de hEPO

Analizar la produccién de hEPO por parte de las células modificadas
Realizar cultivos comparativos entre HSPCs modificadas cultivadas en
ausencia de hormona exdégena y HSPCs no modificadas en medio de
cultivo suplementado con hEPO. Evaluar la expansion celular y la
capacidad de diferenciacién eritroide.

La estrategia a desarrollar para cumplir con este objetivo particular se
esquematiza en la Figura 10.

IL-3 EPO SCF

-
P
— og®

SCU-HSPCs Células eritroides

LVs-hEPO IL-3 SCF

SCU-HSPCs Células eritroides

Fig. 10. Analisis de diferenciacion eritroide y expansion celular ex vivo en

diferentes condiciones. A. En cultivos de SCU-HSPCs no modificadas en
presencia de factores exogenos, entre ellos hEPO. B. En cultivos de
SCU-HSPCs modificadas con LVs-hEPO, cultivadas sin hEPO ex6gena.
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1. REACTIVOS Y SOLUCIONES

Excepto en los casos donde se aclara expresamente, todas las soluciones
acuosas fueron preparadas con agua ultra pura obtenida por 6smosis inversa
(resistividad 18,2 MQ.cm) y filtracién (0,22 um), empleando un equipo Milli QUF (Millipore,
Estados Unidos).

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1. Lineas celulares procariotas

- Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen, Estados Unidos). Se emple6 para el
aislamiento y la amplificacion de diferentes plasmidos.

2.2, Medios de cultivo para células procariotas

La esterilizacién de los medios de cultivo para bacterias se realizé en autoclave
durante 15 min a 1 atmésfera 'y 120°C. A continuacién se detallan los medios de cultivo
empleados:

2.2.1. Medio LB (Luria Bertani)

Se empled para el crecimiento bacteriano en medio liquido (pH 7,2):
e Triptona 10 g/l (Sigma, Japon)

e extracto de levadura 5 g/l (BD, Estados Unidos)

e NaCl 10 g/l (Sigma)

2.2.2, Medio LB-Antibiético

Se empled para el crecimiento de clones bacterianos resistentes a antibiético:
e Medio LB

e Antibiético: ampicilina 100 ug/ml (Bagé, Argentina)

2.2.3. Agar LB
e Medio LB
e Agar 2% (P/V) (Sigma)

2.24. Agar LB-Antibidtico

Se empled para la seleccion de clones bacterianos:

e AgarlLB

e Antibiético: ampicilina 100 pg/ml (Bago)

El antibi6tico se suplement6 al medio estéril fundido una vez que la temperatura

alcanzé aproximadamente los 50°C, ya que el mismo es termolabil. Luego de
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homogeneizar, se procedio a adicionar 10 ml del mismo en placas de Petri estériles de
100 mm de diametro (Greiner Bio-One, Austria).

2.3. Purificacion de ADN plasmidico

Los plasmidos fueron purificados a partir de cultivos de bacterias transformadas
en medio liquido (Medio LB-Antibiético). Todos los métodos de purificacién se basan en
el tamano relativamente pequeno de los plasmidos y su naturaleza circular cerrada

covalentemente.

2.3.1. Minipreparacion de ADN plasmidico

Se utilizo el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system
(Promega, Estados Unidos) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Previamente
se inocularon frascos conteniendo 10 ml de Medio LB-Antibidtico a partir de colonias
individuales de cultivos en medio Agar LB-Antibiético y se cultivaron durante 16-20 h
con agitacién a 180 rom y a 37°C.

También se utilizo el protocolo clasico, el cual se describe a continuacion:

1. Se centrifugaron a 2.500 g durante 10 min 1,5 ml del cultivo en un tubo
Eppendorf. Se descartd el sobrenadante.

2. Se adicionaron 100 pl de solucibn de Glucosa (Gibco, Estados
Unidos) 1% (P/V), Tris-HCI (Merck, Alemania) pH 8,30 25 mM y EDTA (Merck) 10 mM.
Se homogeneiz6 e incubd 5 min a temperatura ambiente (TA).

3. Se agregaron 200 pul de solucion de lisis [SDS (Sigma) 1% (P/V), NaOH 0,2 N],
homogeneizando suavemente por inversion y se incubé en hielo durante 5 min.

4. Se agregaron 150 pl de soluciéon de neutralizacion (acetato de sodio 3 M
pH 4,8), homogeneizando por inversién y se incubd en hielo durante 10 min.

5. Se centrifugd 5 min a 13.000 g. Se tomé el sobrenadante, se adicionaron
0,5 volumenes de fenol (Invitrogen) y se homogeneizd por inversion. Luego, se
adicionaron 0,5 volumenes de cloroformo (Cicarelli, Argentina) y se homogeneizo
nuevamente. Se centrifugé 10 min a 13.000 g.

6. Se tomd la fase acuosa superior y se agregaron 2,5 volumenes de etanol
absoluto (Merck). Se incubd 20 min a -70°C.

7. Se centrifug6é 15 min a 13.000 g a 4°C. Se removio el sobrenadante y se lavo
con 0,2 ml de etanol 70% (V/V), luego se centrifugé 5 min a 13.000 g y se descarto el
sobrenadante. Se secd por incubacibn a 37°C en bafo seco termostatizado
(Labnet, Estados Unidos).

8. Se resuspendid el pellet en 20 pul de agua y se adiciono
ARNasa (Promega) 0,5 mg/ml. Se incub6 a 37°C durante 30 min.
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Por ultimo, se evalué la integridad de los plasmidos mediante electroforesis en

gel de agarosa y su concentracién y pureza mediante lectura espectrofotométrica.

2.3.2. Maxipreparacion de ADN plasmidico

Con la finalidad de obtener cantidades suficientes de los vectores de expresion
y de los vectores empaquetadores, se llevaron adelante preparaciones de ADN
plasmidico en gran escala, tal como se describe a continuacion:

1. Se inocularon 10 ml de medio de cultivo LB-Antibidtico con una colonia
proveniente de medio Agar LB-Antibidtico y se incubé a 37°C a 180 rpm durante 16 h.

2. Se adicionaron a este pre-cultivo 90 ml de LB-Antibiético y se cultivd durante
otras 8 h en las mismas condiciones.

3. Se inocularon 200 ml de LB-Antibi6tico con este pre-cultivo y se cultivd
durante 16-20 h adicionales en las mismas condiciones.

4. Se centrifugaron los cultivos a 2.500 g durante 10 min a 4°C.

5. Se resuspendié el pellet en 10 ml de TEG estéril [Tris-HCI 25 mM,;
EDTA 10 mM; glucosa 1% (P/V); pH 8,3], se transfirid la suspension celular a un tubo
cénico de 50 ml y se mantuvo en hielo durante 5 min.

6. Se agregaron 20 ml de NaOH 0,2 M, SDS 1% (P/V), y se homogeneizé
adecuadamente para lograr la lisis celular en hielo durante 5 min.

7. Se adicionaron 15 ml de Acetato de potasio 5 M (pH 5,2) a 4°C (Solucién de
Neutralizacion), se homogeneizd y se incubé en hielo durante 10 min.

8. Se centrifugé 10 min a 4°C a 2.500 g.

9. Se filtrd el sobrenadante con papel de filtro, en tubos cénicos de 50 ml. Se
precipité con 0,6 volimenes de isopropanol (Baker, Estados Unidos), incubando 15 min
a -70°C.

10. Se centrifug6 20 min a 2.500 g, a 4°C y se elimino el sobrenadante.

11. Se resuspendio el pelleten 1 ml de etanol 80% (V/V) en TN (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 8,0) y se transfiri6 a un tubo Eppendorf. Se centrifugé 1 min a
13.000 g.

12. Se disolvié el pellet obtenido en 1 ml de LiCl (Merck) 2 M con el propésito de
precipitar el ARN. Se mantuvo en hielo por 60 min.

13. Se centrifug6 la solucidén obtenida por 2 min a 13.000 g y se transfirio el
sobrenadante a dos tubos Eppendorf nuevos (mitad de sobrenadante a cada tubo).

14. Se agregaron 250 pl de fenol y luego 250 pl de cloroformo a cada tubo, se
agité y centrifugo la mezcla 2 min a 13.000 g. Se tom0 la fase acuosa superior de ambos

tubos y se junté en un anico tubo.
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15. Se precipitdé con 1 volumen de isopropanol, se agité y se mantuvo 15 min
a -70°C. Se centrifugd 15 min a 4°C a 13.000 g y se lavé el pellet con 50 ul de
etanol 80% (V/V) en TN, centrifugando 5 min.

16. Se disolvio el pellet en 500 pl de TE (Tris-HCI 25 mM; NaCl 100 mM,
pH 8,3) 0,5 X conteniendo 100 pg/ml de ARNasa A (Promega) y se incubé 60 min a
37°C, para eliminar restos de ARN.

17. Se repiti6 el paso 14.

18. Se agregaron a la fase acuosa 50 pl de acetato de sodio 3 M (pH 7.0) y
900 pl de isopropanol. Se agitd e incub6 15 min a -70°C, de modo de precipitar el ADN
plasmidico. Se centrifugé 15 min a 13.000 g a 4°C y se lavo el pellet generado con 50 pl
de etanol 80% (V/V) en TN.

19. Se dejo6 secar a 37°C en bafo seco termostatizado.

20. Se disolvié el pellet en 300 ul de agua estéril.

Por ultimo, se evalué la integridad de los plasmidos mediante electroforesis en
gel de agarosa y su concentracién y pureza mediante lectura espectrofotométrica.

2.4. Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

Se midié la absorbancia de las muestras a A=260 nm (longitud de onda de
maxima absorbancia para el ADN) y A=280 nm, en espectrofotdmetro UV-visible
(Ultrospec 2000, GE Healthcare, Estados Unidos) y se calcul6 la concentracion y pureza
de los plasmidos, segun las siguientes ecuaciones (Ecuaciones 1y 2) [132].

ug.ml~*ADN 1 )
DO Dilucion

Concentracién de ADN (ug.ml~1) = DO(260 nm)x 50

Ya que para el ADN doble cadena una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una
concentracién de 50 pg/ml

DO (260 nm)

Pureza de la muestra =
DO (280 nm)

(@)

El valor de pureza debe estar comprendido en el rango entre 1,8 y 2,0. Por fuera
del mismo, la solucion no es considerada apta para su uso en transfeccion de células
eucariotas, ya que posee una cantidad considerable de contaminantes (proteinas,
reactivos utilizados en la extraccion, entre otros) que podrian afectar la eficiencia de la

misma.

2.5. Digestiones enzimaticas
Las digestiones con endonucleasas de restriccion (Promega) se realizaron
respetando los medios y condiciones recomendados por el fabricante. En todos los
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casos, la reaccién se llevd a cabo durante 2 h a 37°C, empleandose de 1 a 5 U de
enzima por cada pug de ADN, en un volumen final de 20 ul. Luego de las digestiones
enzimaticas, los fragmentos se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa

para su posterior analisis y/o purificacion.

2.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para la preparacién del gel:

1. Se pesd 1 g de agarosa (Biodynamics SRL, Argentina) y se disolvié en 100 ml
de buffer TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1mM; pH 8), calentando en horno microondas.

2. Se dejo enfriar la solucién hasta 60°C y se adicionaron 50 pL de SYBR Safe
DNA gel Stain (Invitrogen).

3. Se dejo solidificar el gel sobre el soporte, a resguardo de la luz, utilizando un
peine de tamano deseado.

Para llevar a cabo la electroforesis:

4. Se prepararon las muestras de ADN con buffer de siembra 10 X
[Glicerol (Cicarelli) 30% (V/V); azul de bromofenol (Sigma) 0,25% (P/V)] y se las sembr6
en sus respectivas calles.

5. Se incluy6é un marcador de peso molecular para estimar la longitud de los
fragmentos de ADN separados (Bench Top 1kpb DNA Ladder, Promega).

6. Se aplicd un voltaje de 80 V durante 30 min o hasta que el frente de corrida
se desplazé la distancia requerida.

7. Se examind el gel utilizando un transiluminador Safe Imager (Invitrogen) y se
fotografio.

2.7. Precipitacion de ADN

1. Se llevé la muestra a volumen final de 200 pl con agua autoclavada.

2. Se adiciond un volumen de acetato de sodio 3 M equivalente al 10% del
volumen y se agité.

3. Se agregaron entre 2 y 3 voliumenes de etanol absoluto y se incub6 a -70°C
durante 20 min.

4. Se centrifugé a 13.000 g durante 15 min a 4°C y se lavé con 200 pl de
etanol 70% (V/V) frio.

5. Se centrifugé nuevamente a 13.000 g durante 2 min a 4°C y se secé el pellet
en bafo seco termostatizado a 37°C durante 10 min.

6. Se resuspendié el pellet de ADN en 50 pl de agua Milli Q autoclavada.
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2.8. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN separados por electroforesis en geles de agarosa fueron
purificados utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extration Kit (QIAGEN, Alemania),
siguiendo las recomendaciones del fabricante, como se describe a continuacion:

1. Se separd con bisturi la fraccién de gel conteniendo la banda de interés y se
colocé dentro de un tubo Eppendorf. Se agregaron 3 volimenes de solucion QG por
cada volumen de gel (100 mg de gel equivalen aproximadamente a 100 pl).

2. Se incub6 durante 10 min en bafio de agua a 50°C, mezclando por inversion
cada 2-3 min.

3. Se transfirid la muestra a una columna de purificacion (QIAquick spin column)
dentro de su respectivo tubo colector y se centrifugé durante 1 min a 13.000 g.

4. Se descarté el sobrenadante y se agregaron 0,5 ml de soluciéon QG a la
columna, volviendo a centrifugar de la misma manera.

5. Para lavar, se agregaron 0,75 ml de solucion PE centrifugando durante 1 min
a 13.000 g. Se descart6 el sobrenadante y se centrifugd de la misma manera, para
descartar toda la solucion PE residual.

6. Se transfiri6 la columna a otro tubo Eppendorf y se eluyé el ADN con 50 ul de
agua Milli Q autoclavada.

7. Se analizd una alicuota mediante electroforesis en gel de agarosa y se
determiné la pureza y la concentracidon de los fragmentos mediante lectura

espectrofotométrica.

2.9. Reacciones de ligacion de ADN

Para las reacciones de ligacion se utilizé una determinada relacién
inserto/plasmido en un volumen de reacciéon de 20 pl, utilizando la enzima T4 DNA
Ligase (Invitrogen), segun el protocolo indicado por el proveedor. La mezcla de reaccion
se incubd durante toda la noche a 4°C. El control de plasmido religado se llevd a cabo
reemplazando el volumen correspondiente al inserto por agua autoclavada.

Luego de la reaccién de ligacidn, se utilizd la mezcla de reaccidn obtenida para

transformar células E. coli competentes.

2.10. Preparacion de células Escherichia coli TOP 10 competentes, por
el método quimico

1. A partir de un banco celular de E. coli TOP 10 conservado a -70°C, se realizd
una estria sobre una placa de Agar LB y se incub6 durante 16-20 h a 37°C.

2. Se escogié una colonia y se inocularon con ella 5 ml de caldo LB (cultivo
starter), incubando a 37°C durante 18 h con agitacion a 180 rpm.

54



Materiales y Métodos

3. Se realiz6 un subcultivo tomando 500 pl del cultivo starter a 50 ml de medio LB
y se cultivé durante 3 h a 37°C y 180 rpm o hasta lograr una DO de 0,6.

4. Se incubo el cultivo en bafo de hielo durante 10 min y luego se recuper6 por
centrifugacion a 2.500 g por 10 min a 4°C. A partir de este punto todos los
procedimientos se efectuaron en bafo de hielo.

5. Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 500 pl de
medio LB frio.

6. Se agregaron 2,5ml de storage solution [medio LB conteniendo
DMSO 5% (V/V); PEG 10% (P/V) (MW 8.000, Sigma); MgCl> 1% (P/V), esterilizado por
filtracién con membrana de 0,22 um] y se mezclé completamente mediante agitacion
suave.

7. Finalmente, se dispensaron alicuotas de 100 pl en criotubos
(Greiner Bio-One) frios, y se conservaron inmediatamente a -70°C.

8. Se realiz6 un control de las células competentes preparadas, para asegurar
la continuidad en la esterilidad del cultivo y estimar la eficiencia de transformacion. Para
esto, se descongelaron 2 criotubos y se los transformé con 100 ng de un vector
plasmidico conocido (control positivo) y sin ADN (control negativo). Las células
competentes seran utilizadas sélo cuando la placa del control negativo no muestre
desarrollo de colonias y cuando se obtenga buena eficiencia de transformacion en el
control positivo.

2.11. Transformacion de células competentes

1. Se retird un criovial de células competentes del freezery se mantuvo en hielo.

2. Se agreg0 al tubo la muestra de ADN a ser transformada y se incub6 30 min
en bafo de hielo.

3. Se transfirié a bano termostatizado a 42°C durante 2 min y se colocé
inmediatamente en bafno de hielo.

4. Se agregaron 700 pl de medio LB y se incub6 60 min a 37°C.

5. Luego, se centrifugd a 2.500 g durante 5 min.

6. Se descartaron 600 pl de sobrenadante y se resuspendié el pellet en el
volumen remanente de medio de cultivo.

7. Se distribuy6 homogéneamente sobre una placa conteniendo
Agar-LB-Antibiético y se incub6 durante 16-20 h a 37°C.

2.12. Criopreservacion de cepas bacterianas
1. Se cultivaron durante 18 h a 37°C en medio LB-Antibidtico (en el caso de
bacterias recombinantes).
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2. Posteriormente, se tomaron 800 ul del cultivo fresco y se trasvasaron a un
criovial (Greiner Bio-One).

3. Se adicionaron 200 pl de glicerol 50% (V/V) estéril (Cicarelli),
homogeneizando para asegurar la distribucién del glicerol.

4. Se conservaron a -70°C.

2.13. Revitalizacion de cepas bacterianas

1. Se tom6 una pequefa porcidn de material criopreservado con un ansa o tip
desde la superficie del cultivo celular congelado y se inoculé en medio LB, en caso de
bacterias no transformadas, o en medio LB-antibiético, para bacterias recombinantes.

2. Se incubd a 37°C durante 16 h.

3. Se utilizé el cultivo para el fin necesario [133].

2.14. Estrategia de clonado para la generacién de los vectores de
expresion

2.14.1. Esquema y descripcion del plasmido de expresion eucariota
pLV-PLK

El plasmido empleado para expresion en células eucariotas fue el vector lentiviral
pLV-PLK (Figura 11). Este vector se caracteriza por poseer:

e un origen de replicacién bacteriano (ORI);

e un gen que otorga resistencia a ampicilina;

e un gen de resistencia a puromicina, que codifica el gen de la enzima
Puromicina N-acetiltransferasa, dirigido por el promotor SV40;

e el promotor CMV (CMVp), ubicado corriente arriba del sitio de mdultiple
clonado;

e |a presencia de una regién RRE, altamente estructurada, que actia como sitio
de union para la proteina Reyv, la cual permite el transporte de los ARNSs sin procesar o
parcialmente procesados desde el nicleo al citoplasma;

e una region PBS (sitio de unién de cebadores), que actia como cebador para
la transcriptasa reversa, en el momento de iniciar la sintesis de la hebra (-) del ADN
viral;

e l|a secuencia cPPT (segmento polipurina central), que actia como cebador de
la hebra (+) en la sintesis del ADN viral;

e WPRE, un elemento regulatorio postranscripcional del virus de la hepatitis de

la marmota;
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e una sefal de empaquetamiento (Psi), una secuencia corta y altamente
estructurada requerida para la incorporacion del ARN gendmico en el interior de las
particulas virales.

Todas las regiones necesarias para la generacion de los vectores lentivirales se
encuentran comprendidas entre las repeticiones terminales largas (5’ LTR y 3’ LTR).

AmpP

r_/ Ampicilina

SV40 PA
Self inactivating 3' LTR \

U3PPT

cPPT
W PRE y

pLV PLK
o 7713 bp
CMVp \
ALTR
PuromycinR packaging signal
Sv4op
SV40 origin RRE

SV40p
cPPT/CTS

ORF 2

Fig. 11. Representacion esquematica del vector lentiviral de transferencia y
expresion eucariota pLV-PLK.

2.14.2. Obtencidn del plasmido pLV-EF1a-EPO

Para generar el vector de expresion pLV-EF1a-EPO se empled el plasmido
pLV-CMV-hEPO existente en el laboratorio. Este fue digerido con las enzimas Ndel y
BamHI (Promega) como se indica en el punto 2.5 de esta seccion, con el objetivo de
separar la secuencia de ADN del promotor viral CMV del vector pLV-CMV-hEPO. Al
mismo tiempo, se digirié el vector pLV-EF1a con las mismas enzimas para obtener la
secuencia del promotor EF1a. La identidad de los productos de digestién se corroboré
mediante electroforesis en gel de agarosa (seccion 2.6.). A partir de dicho gel, las
bandas de ADN digerido se separaron y se purificaron las secuencias correspondientes
al vector digerido pLV-hEPO sin el promotor CMV vy, por otro lado, la secuencia del
promotor EF1a, siguiendo el protocolo que se detalla en la seccion 2.8.

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN de interés purificados, se realizé la
ligacion de los mismos utilizando la enzima T4 DNA Ligasa. Las ligaciones se incubaron
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a 16°C durante 18 h. La proporcidon de vector mas inserto (V+1) utilizada en las ligaciones
fue de 1:2, respectivamente. También se realizé un control de vector religado (Vr).

Transcurrido dicho tiempo, se utilizé la totalidad de la mezcla de ligacién para
transformar células competentes E. coli Top 10, como se describe en la seccion 2.11.

A continuacion se tomaron las colonias obtenidas en la placa de V+l y se analizé
la presencia del inserto en los mismos mediante reaccién de PCR de colonias
(apartado 2.15). La presencia del inserto en los clones que resultaron positivos en la
PCR se corrobor6 mediante minipreparacion de ADN plasmidico seguida por digestion
con las enzimas de restriccién Xhol y Ndel. En la Figura 12 se muestra un esquema de
la construccién de pLV-EF1a-EPO.

Beta lactamasa (Ampicilina)

-~

3'LTR AutomacllvanteH\I

ORF5 v

” 4 E.coli operon Lactosa con lacl, lacZ

j/ 5'LTR

;%/T\Seﬁal de empaquetamiento

pLV-EF1a-EPO
10971 bp

hEPO
RRE

BamHI (6559)  ffom - > = cPPT/CTS
Rev EF1a (90.0%) “
Xhol (6327)

EF1alfa \\ Promotor CMV
\
NdeT (5327)

FwEF1a (87.9%)

Fig. 12. Representacion esquematica del vector lentiviral pLV-EF1a-EPO.

2.14.3. Obtencion del plasmido pLV-EF1a-GFP

Para generar el vector de expresion pLV-EF1a-GFP se empled el plasmido
pLV-CMV-GFP existente en el laboratorio. Este fue digerido con las enzimas Ndel y
BamH| como se indica en el punto 2.5 de esta seccion, con el objetivo de separar la
secuencia de ADN del promotor viral CMV del vector. Al mismo tiempo, se digirio el
vector pLV-EF1a con las mismas enzimas para obtener la secuencia del promotor EF1a.
A continuacién, se analiz6 la identidad de los productos de digestion, se purificaron el
vector y el inserto, y con ambos se efectué una reaccién de ligacién y posterior
transformacion, tal como se indic6 para la obtencién del plasmido pLV-EF1a-EPO.
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Seguidamente, se seleccionaron colonias individuales de la placa de
transformacion V+l y se incub6 cada una de ellas en 5 ml de medio LB-Ampicilina. Los
cultivos se incubaron con agitacion a 37°C durante 16-20 h. Luego, se purific6 ADN
plasmidico de las colonias recombinantes, utilizando la técnica tradicional de
minipreparacion de ADN (seccion 2.3.1.). Las minipreparaciones de los clones
seleccionados fueron digeridas con enzimas de restriccion (Xhol y Ndel) para confirmar
la presencia del inserto correspondiente. En este caso, la digestion con ambas enzimas
permitiria la liberacién de un fragmento de 1.000 pb. En la Figura 13 se muestra un
esquema de la construccion de pLV-EF1a-GFP.

M13F-pUC(-40)
Beta lactamasa (Ampicilina)

7 \
3' LTR Autoinactivante \\ \

v

W PRE

& E. coli operon Lactosa con lacl, lacZ
y 3 /\/ M13R-pUC(-40)

3 pLV-EFla-GFP ==

GFP \ T3
! 9246 bp —

BamHI (6559) 5'LTR
= y

Rev EF1a (90.0%)
Xhol (6327)
EFla
FwEFia (67.9%)
NdeT (5327)

Sefial de empaquetamiento

Resistencia a Puromicina SV40

Fig. 13. Representacion esquematica del vector lentiviral pLV-EF1a-GFP.

Una vez caracterizados ambos vectores de expresidn, se realizaron
purificaciones de ADN plasmidico a gran escala (maxipreparacion) descripta en la
seccion 2.3.2, de forma de obtener los plasmidos de expresion con alto grado de pureza,
y en cantidad suficiente para realizar posteriormente la transfeccion de las células

eucariotas y obtener vectores lentivirales.

2.15. PCR de colonias

Con la finalidad de analizar rapidamente un numero elevado de clones
recombinantes se efectuaron reacciones de PCR a partir de colonias de bacterias
transformadas.

Para ello las colonias se picaron y se dispensaron en tubos Eppendorf
conteniendo 10 pl de agua estéril. Luego se las desnaturalizd por calentamiento a 95°C
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durante 5 min y se analizaron por PCR 5 pl de esta suspensién. La reaccion se prepard

de la siguiente manera (Tabla 6):

Tabla 6. Preparacién de la mezcla de reaccién para las PCR de colonias

Reactivo Concentracion final Volumen
(por tubo de reaccion)

GoTaq Buffer 5X (Promega) 1X 3,3 ul
dNTPs 10 mM (Promega) 0,3 mM cada uno 0,5 ul
Oligonucledtidos:

Fw EFia (10 uM) 0,3 uM 0,5 ul
Rev EF1a (10 uM) 0,3 uM 0,5 ul
Muestra (5 a 200 ng) 5,0ul
GoTaq Polymerase (Promega) 1-2,5U 0,2 ul
Agua autoclavada 6,5 ul

Primer Fw EF1a:5’- CGCATTAATAGATCTGTGCCCGTCAGTGGGCAG-3’
Primer Rev EF1a: 5- GCGGCTAGCTCACGACACCTGAAATGGAAG-3

Ademas, se realiz6 un control negativo sin el agregado de muestra y un control
positivo (pLV-EF1a). La reaccion se llevo a cabo en termociclador (Biometra, Alemania)
de acuerdo con el siguiente programa:

Paso 1: Desnaturalizacién inicial: 94°C 1 min
Paso 2: Desnaturalizacién: 94°C 1 min
Paso 3: Annealing 62°C 0,5 min
Paso 4: Extension 72°C 1 min
Volver al paso 2: 30 veces

Paso 5: Extension 10°C 10 min
Paso 6: Conservacion 4°C

El producto de PCR obtenido se analiz6 mediante electroforesis en gel de

agarosa.
3. TECNICAS DE CULTIVO CELULAR
3.1. Medios de cultivo y suplementos para células animales

Todos los medios de cultivos utilizados para el cultivo de células animales fueron
preparados utilizando agua Milli Q y esterilizados por filtracién, utilizando dispositivos
tipo Steritop (Merck Millipore) con membranas de 0,22 um de tamafo de poro. Cada
medio preparado queda en cuarentena durante 72 h mientras se llevan a cabo los
controles microbioldgicos y se conservan a 4°C al resguardo de la luz. A continuacion

se detallan los medios de cultivo empleados:
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3.1.1. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Este medio se utilizé para el cultivo de células HEK293T, suplementado con
SFB 10% (V/V).

e DMEM (Gibco) 13,37 g/l
e NaHCOs;(Gibco) 1,50 g/l
e Piruvato de sédio (Gibco) 0,11 g/l
e Gentamicina (Gibco) 0,05 g/l

3.1.2. IMDM (/scove’s Modified Dulbecco’s Medium)
Este medio altamente enriquecido se emple6 para el cultivo de MNCs y HSPCs,

con suplementacion variable.

e IMDM (Gibco) 17,67 g/l
e NaHCOs 3,024 g/l
e Gentamicina 0,05 g/l

3.1.3. RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640)
Este medio fue empleado para el cultivo de la linea celular TF-1, suplementado
con SFB 10% (V/V) y GM-CSF (Gema Biotech) 2 ng/ml.

e RPMI 1640 10,4 g/l
e NaHCOs 29/
e Gentamicina 0,05 g/l

3.1.4. DMEM/HAM’S F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12 (Ham)

Este medio fue utilizado para el cultivo del clon celular CHO-K1, suplementado
con SFB 5% (V/V).

e DMEM/F12 (Gibco) 12 g/l
e NaHCOs 2,44 g/l
e Gentamicina 0,05 g/l

3.1.5. Suero fetal bovino (SFB)

Para suplementar los medios de cultivo utilizados en cultivos en adherencia y
suspension se adiciond a cada medio basal la concentracién de SFB deseada. Los SFB
utilizados (PAA Laboratories, Austria) son de calidad certificada y previo a su uso son
descomplementados por incubacién en bafo de agua termostatizado a 56°C durante
30 min.
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3.1.6. Plasma Fresco Congelado (PFC)

Para suplementar los cultivos en suspension de HSPCs se adicion6 PFC al
medio IMDM. EI PFC fue preparado en el laboratorio a partir de sangre periférica, como
se indica a continuacion:

1. Se recolectd6 SP completa en un tubo conico conteniendo 500 Ul de heparina
bovina (Rivero, Argentina). Se homogeneiz6 suavemente.

2. Se centrifug6 la sangre a 1.700 g durante 5 min a 20°C.

3. Se tomo¢ la fase superior correspondiente al plasma rico en plaquetas (PRP)
y se centrifugd a 4.800 g durante 5 min a 4°C, para eliminar las plaquetas del plasma.

4. Se incubo en baro de agua a 56°C durante 30 min para lograr la inactivacion
del complemento.

5. Se almacené a -20°C hasta su uso, pudiendo mantenerse en estas
condiciones hasta 1 afno.

3.1.7. Tripsina

e Tripsina (Gibco) 0,05% (P/V).

e EDTA 0,02% (P/V).

Preparado en buffer PBS [KH2PO4 (Cicarelli) 0,6 g/l; NaHPO, (Cicarelli) 0,78 g/l;
NaCl (Cicarelli) 8,8 g/l; pH 7,4].

Se respetd una relacién de aproximadamente 50 ul de solucién de tripsina-EDTA
por cada cm? de superficie.

3.1.8. Medio semisoélido con metilcelulosa HSC-CFU

Estos medios se emplean para la enumeracion de HSPCs como unidades
formadoras de colonias (CFU). Los ensayos de HSPCs CFU constituyen una alternativa
al co-cultivo con células estromales, ya que el medio semisolido imita la matriz
extracelular medular y permite la proliferacion y diferenciacion in vitro de las HSPCs.

Las variantes de medio con metilcelulosa empleadas fueron las siguientes:

3.1.8.1. HSC-CFU basico (Miltenyi Biotec, Alemania)
Este medio no contiene citoquinas y por lo tanto permite la adicion de factores

de crecimiento y citoquinas a eleccién.

e |[MDM

e L-Glutamina 2mM

e Metilcelulosa 1% (P/V)
e SFB 30% (V/V)
e Albumina de suero bovina 1% (P/V)

e 2-mercaptoetanol 104 M
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3.1.8.2. HSC-CFU completo con EPO

e IMDM

e L-Glutamina 2 mM

e Metilcelulosa 1% (P/V)
e SFB 30% (V/V)
e Albumina de suero bovina 1% (P/V)
e 2-mercaptoetanol 104 M

e SCF 50 ng/ml
e GM-CSF 20 ng/ml
e G-CSF 20 ng/ml
e IL-3 20 ng/ml
e [L-6 20 ng/ml
e Eritropoyetina 3 Ul/ml
3.2 Lineas celulares

3.2.1. HEK293T/17 (ATCC, CRL-11268)

Es un clon que deriva de la linea celular HEK293, establecida a partir de rifidn
de embrién humano por Graham en 1977 [134]. El clon 293T/17 fue modificado para
generar la expresién del antigeno T del virus SV40. Durante su cultivo en adherencia se
utilizé medio DMEM suplementado con SFB 10% (V/V). Se empleé para el ensamblado

de vectores lentivirales.

3.2.2. TF-1

La linea celular TF-1 fue establecida por Kitamura y col. en 1987 [135] a partir
de una muestra de médula 6sea de un individuo con pancitopenia severa. Esta linea
tiene la habilidad de responder a una variedad de citoquinas. Fenotipicamente, las
células TF-1 son CD34+*CD38*. Debido a esta expresion constitutiva del marcador de
superficie CD34, esta linea celular se empled para la titulacion de anticuerpos
monoclonales conjugados a fluorocromo Anti CD34-PE (BD Biosciences) y
Anti CD71-APC (BD Biosciences).

3.2.3. CHO-K1

La linea celular CHO-K1 [136] fue obtenida de la Asociacién Banco Argentino de
Células (ABAC; Pergamino, Argentina). Es un clon de la linea celular CHO derivada de
ovario de hamster chino adulto. Se empledé para la titulacion de anticuerpos
monoclonales conjugados a fluorocromo Anti-CD34-PE y Anti-CD71-APC, como control
de células que no expresan dichos marcadores de superficie (control negativo).
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3.3. Obtencion de células para cultivos primarios
3.3.1. Obtencion de células mononucleares (MNCs) a partir de sangre
periférica humana (SP) o sangre de cordon umbilical
humana (SCU)

El uso de muestras de sangre fue aprobado por el Comité Asesor de Etica y
Seguridad de la Investigacion de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, el
Comité de Etica en Investigacion del Hospital José Maria Cullen y Comité Provincial de
Bioética (Provincia de Santa Fe).

Las muestras de SCU fueron obtenidas por médicos especialistas a partir de
partos a término atendidos en el Hospital José Maria Cullen, en el Sanatorio Mayo y en
la Clinica de Ginecologia y Maternidad Central (Santa Fe, Argentina), mediante puncién
de la vena umbilical en condiciones asépticas. Las madres previamente firmaron un
consentimiento informado, del mismo modo que los donantes de SP. La recoleccion se
efectu6 en bolsas destinadas a tal fin: en el caso de la SCU se emplearon las bolsas
simples S-90DB (Rivero) con 35 ml de solucién anticoagulante CFDA-1 (acido citrico
anhidro 0,3 g/l; citrato de sodio dihidratado 2,63 g/I; fosfato monobésico de sodio
monohidratado 2,22 g/l; dextrosa monohidratada 31,9 g/l; adenina 0,275 g/l), para hasta
250 ml (265 g) de sangre, que se emplea para la recoleccion de sangre rica en células
madre del cordon umbilical y placenta. Para la recoleccién de SP se emplearon las
bolsas simples S-91 (Rivero) con 63 ml de CFDA-1, para hasta 450 ml (477 g) de sangre
o tubos coénicos con heparina, dependiendo del volumen recolectado.

Cuando se preparan HSPCs se puede partir de sangre completa o de células
mononucleares (MNCs). Sin embargo, un pre-enriquecimiento de MNCs es altamente
recomendado ya que mejora la recuperacion de las HSPCs, que son poco frecuentes.
Las MNCs pueden ser aisladas mediante centrifugacion en gradiente de densidad [33].

En la centrifugacion en gradiente de densidad usando Ficoll-Paque, la sangre
tratada con anti-coagulante y diluida es depositada sobre una capa de solucion de Ficoll
y centrifugada. Durante la centrifugacién, los eritrocitos y granulocitos sedimentan a
través del Ficoll hacia la capa inferior. Los linfocitos de menor densidad, conjuntamente
con otras células de sedimentacién lenta como plaquetas y monocitos, son retenidos en
la interfase entre el plasma y el Ficoll, desde donde pueden ser recolectadas y lavadas
para remover las plaquetas y el Ficoll residual o el plasma [33].

Asi, dentro de las 24 h luego de la recoleccion de sangre, se obtuvieron las MNCs
y se criopreservaron. El protocolo empleado para el enriquecimiento en MNCs fue el

siguiente:
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1. La sangre completa se distribuy6 en tubos cénicos de 50 ml y se diluy6 2 con
solucién fisiologica (NaCl 9 g/l). La dilucion se efectud para reducir la agregacion de
eritrocitos.

2. Esto se «centrifugd a TA durante 20 min. a 200 g con
aceleraciéon/desaceleracion minima.

3. Luego, la fase superior, correspondiente al PRP fue descartado y el volumen
restante de sangre se diluyé nuevamente 2 con solucién fisioldgica.

4. El paso 2. de centrifugacion se repitio y nuevamente se descarté el PRP.

5. Se tom¢ la interfase entre el PRP y los GRs (ubicados en el fondo del tubo),
denominada buffy coat, y se transfirié a nuevos tubos conicos.

6. Esta fraccion se llevé a volumen con solucién fisiologica (en caso de ser
necesario) y se depositd sobre ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare), utilizando una
proporcién sangre:ficoll, 2:1).

7. Esto se centrifugd durante 35 min a 400 g a temperatura de 20°C (esta
descripto que esta temperatura genera resultados 6ptimos).

8. Se recogié la capa de células mononucleares, ubicada entre el ficoll y la fase
superior de plasma y se llevo a 10 ml con solucidn fisiolégica o PBS.

9. Esta suspensién se centrifugdé a 200 g durante 10 min con
aceleracion/desaceleracion minima, de modo de eliminar la proporcion de ficoll que se
recogié conjuntamente con la capa de MNCs.

10. Se retird la solucion de lavado y se resuspendieron las células en solucion
fisioldgica o buffer equivalente para efectuar recuento celular.

11. A partir del recuento celular se calculé la recuperacion celular como se indica
en la Ecuacion 3:

Xv (%) x volumen de suspension celular (ml)

Recuperacion celular (MNCs/ml de sangre) =

(3)

volumen de sangre (ml)
donde X, es la concentracion de células viables

12. Luego del recuento, se repiti6 el paso 9. de centrifugacion.

13. En caso de ser utilizadas inmediatamente, las células se resuspendieron en
el medio de cultivo apropiado de acuerdo a la experiencia a efectuar (por lo general,
medio IMDM suplementado) o en buffer MACS para realizar purificacion
inmunomagnética. En caso de ser criopreservadas, se procedié como se indica en el

inciso 3.6 de esta seccion.
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3.3.2. Purificacion de HSPCs CD34*

El enriquecimiento de HSPCs a partir de MNCs de SP o de SCU se basa en la
expresion de ciertos antigenos de superficie, tales como CD34 y CD133, o en la
ausencia de expresion de antigenos especificos de linaje. Para determinar la eficiencia
de los procesos de enriquecimiento, la recuperaicon celular se calculé como se indica

en la ecuacién 4:

7

cél.
) = Xv retenidas (—
ml

céls.
10MNCs

) volumen de suspensiéon (ml) x 10°

Recuperacion celular ( X — - —
p numero de MNCs viables iniciales

(4)

3.3.2.1. Aislamiento de HSPCs mediante sorting celular por FACS
(Clasificacion Celular Activada por Fluorescencia)

Existen dos tipos de citometria de flujo, la citometria de clasificacion o sorting y
la citometria no-sorting. El tipo no-sorting puede interpretar la dispersion de luz y la
emision de fluorescencia, mientras que el tipo sorting también permite la clasificacion de
particulas. Los clasificadores celulares activados por fluorescencia (FACS) son
citdmetros de flujo que tienen la capacidad de separar células marcadas con
fluorescencia a partir de una poblacion celular mixta [137]. Asi, las células con
caracteristicas predefinidas (un parametro Unico o una combinacion de varios
parametros elegidos mediante una computadora) pueden ser capturadas mediante
separacion electrostatica y, una vez recolectadas, pueden ser empleadas para analisis
posteriores como microscopia o estudios bioquimicos o funcionales. En esta
metodologia, las células son inyectadas en una boquilla o nozzle, y forman una corriente
de gotas regulares mediante la aplicacion de vibracion en la boquilla. Las gotas pasan
através de uno o mas haces laser, son cargadas mediante un electrodo al mismo tiempo
y luego son desviadas de acuerdo a las cargas que poseen hacia alguna de las placas
de deflexién o, si no poseen cargas, son recolectadas en el contenedor de desecho
(Figura 14).
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Fig. 14. Sorting celular mediante deflexion de gotas (figura modificada de
Adany col., 2017 [137]).

Para la seleccién celular por FACS, empleando el equipo FACSAria Il
(BD Biosciences), se parti6 de muestras de MNCs de SCU. Se efectuaron dos
separaciones celulares utilizando MNCs de dos muestras de SCU diferentes. El
procedimiento empleado fue el siguiente:

1. Se descongelaron crioviales con MNCs de SCU como se indica en el punto
3.6. de esta seccion, sumergiendo los crioviales en agua a 37°C.

2. Se efectu6 recuento celular como se indica en el punto 3.5 de esta seccion.
Las células descongeladas se lavaron en IMDM basal mediante dilucién y centrifugacion
a 300 g durante 10 min.

3. EI pellet celular se resuspendi®é en un volumen adecuado de
IMDM-SFB 10% (V/V) y se incubé ON a 37°C en estufa gaseada.

4. Inicialmente se marcd una proporcion de las MNCs descongeladas para
realizar el analisis de fluorescencia previo al sorting celular. Para ello se tomaron
500.000 células por tincion/control, obteniéndose los siguientes tubos para su analisis
por citometria de flujo:

e Control negativo (sin marcar)

e Control de compensacion anti hCD45-PE-Cy5

e Control de compensacion anti hCD34-FITC

e Anti hCD45-PE-Cy5 + Anti hCD34-FITC

67



Materiales y Métodos

5. Las suspensiones celulares se centrifugaron a 200 g durante 10 min y se
resuspendieron en 50 pl/tubo de Buffer de Tincion para Citometria (BTC) que consiste
en PBS; BSA 1% (P/V); EDTA 2 mM.

6. Cada suspension se marcé con 7 pl del anticuerpo correspondiente
(BD Biosciences) mediante incubacion a 4°C en oscuridad durante 20 min.

7. Luego de la incubacion, los tubos se lavaron con 1 ml de PBS, centrifugando
a 200 g 10 min y los pellets celulares se resuspendieron en 500 pl de PBS.

8. Las muestras se analizaron en citometro FACSAria Ill para establecer los
parametros de voltaje y compensacion adecuados. En el grafico de puntos de
fluorescencia de FITC vs. PE-Cy5, se seleccionaron los cuadrantes correspondientes a
las poblaciones CD34*CD45+dm y CD34+*CD45, las cuales fueron separadas, a
posteriori, en los tubos 2 y 1, respectivamente.

9. Marcacién fluorescente de la fraccion celular remanente para sorting:

9.a. La suspension celular se centrifugdé a 200 g durante 10 min para eliminar el
medio de cultivo y el pellet celular se resuspendié en 100 ul de BTC.

9.b. Se adicionaron 30 ul de Anti hCD34-FITC y 30 ul de Anti hCD45-PE-Cy5 y
se incubd en oscuridad a 4°C durante 25 min.

9.c. La suspension se lavo con 1 ml de PBS, centrifugando a 200 g 10 min y el
pellet celular se resuspendié en 10 ml de PBS.

10. Luego de la preparacién del equipo para sorting, las células se separaron y
se recolectaron en 1 ml de IMDM-SFB 10% (P/V) con antibi6ticos-antimicético
(penicilina-streptomicina-anfotericina) (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

11. Enlos casos en los que fue posible, debido a la recuperacién de un numero
suficiente de células en los tubos, se realizé recuento celular y un analisis citométrico
post-sorting para evaluar la pureza de la fraccion recuperada, empleando la misma
marcacion y configuracion del equipo que se empled para el sorting.

3.3.2.2. Aislamiento de HSPCs mediante seleccion inmunomagnética
positiva de células CD34*

En este trabajo la purificacién se realiz6 utilizando el Kit MicroBead CD34
(Miltenyi Biotec, Inc.). Este sistema es un método de separacion magnética, que
permite aislar células en suspension de acuerdo con sus antigenos de superficie,
puesto que las células de interés se marcan con micro-perlas paramagnéticas que
poseen inmovilizados en su superficie anticuerpos especificos (CD34 QBEND/10) para
tales antigenos. Una vez marcadas las células, éstas se pasan a través de una
columna que se encuentra ubicada junto a un iman (MACS Separator, Miltenyi
Biotec, Inc.). De este modo, las células marcadas magnéticamente quedan retenidas

en la columnay se separan del resto de las células no marcadas, las cuales atraviesan
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la columna sin ser retenidas. Posteriormente, la columna se quita del campo magnético
y la fraccién retenida se eluye en un recipiente apropiado (fraccién de células
retenidas). De este modo, ambas fracciones (tanto la marcada como la no marcada)
pueden ser completamente recuperadas (Figura 15). Para llevar adelante la
separacion, se llevd a cabo el procedimiento indicado debajo. Cabe aclarar que este
procedimiento es el que se encontr6 mas apropiado luego de evaluar diversos
protocolos de Separacion Inmunomagnética (Sl), separacion celular mediada por la
tecnologia FACS o una combinacién de ambas tecnologias. Asi, se establecio el
protocolo mas apropiado en funcién de su capacidad de permitir una recuperacion
adecuada de fracciones celulares CD34* con elevada pureza (>80%) y buena
viabilidad celular:

1. Se descongelaron viales conteniendo células mononucleares, de acuerdo al
protocolo indicado méas adelante. En este caso el medio de descongelado y lavado de
las células fue IMDM-SFB 10% (V/V).

2. En caso de observar agregacion celular, se centrifug6 la suspensién a 300 g
durante 10 min y se resuspendio el pellet en 1 ml de IMDM-SFB 10% (V/V)-Benzonasa
(EMD Millipore™ Novagen™) 6,25 Ul/ml y la suspension se incubd a 37°C durante
30 min, hasta observar reduccion de la agregacion. La Benzonasa es una endonucleasa
que degrada tanto ADN como ARN. Esta se adiciona ya que la agregacion celular puede
ser problematica cuando se trabaja con células criopreservadas.

3. Luego, se centrifugd la suspension a 300 g durante 10 min, se elimind el
sobrenadante y se lavo una vez con PBS estéril pH 7,2, centrifugando en iguales
condiciones.

4. El pellet se resuspendi6 en medio IMDM-SFB 10% (V/V), para efectuar
recuento celular.

5. En general, la densidad celular se ajusté a aproximadamente 1x108 céls./ml
en el mismo medio de cultivo y se incubo la suspension ON a 37°C en estufa gaseada.

6. Se elimino el sobrenadante y se resuspendid la muestra (hasta 108 células
totales) en 300 pl de Buffer MACS [PBS; EDTA 2 mM; BSA (Sigma) 0,5% (P/V) pH 7,2
desgasificado frio].

Aclaracion: el buffer se desgasifico ya que la presencia de burbujas puede causar
la obstruccién de la columna y una concomitante reduccién de la eficacia de la
separacion inmunomagnética. Asimismo se emplearon soluciones frias para evitar la
agregacién de los anticuerpos, ya que pueden formarse parches (complejos
precipitados) de anticuerpos si entre ellos existen reacciones cruzadas. Adicionalmente,

esto resultaria en una distribucion irregular del anticuerpo en la superficie celular.

69



Materiales y Métodos

7. Se adicion6 a esto 100 ul de FcR Blocking Reagent (IgG humana, que actua
inhibiendo la unién inespecifica de las microperlas mediada por receptores de Fc) y
100 pl de Microperlas anti-CD34.

Aclaracion: en aquéllos casos en los que el numero celular total fue superior a
108 MNCs, se escalaron los volimenes de buffer y de reactivos (por ejemplo, para 2x108
MNCs se emplearon 600 ul de buffer y 200 pl de cada reactivo de marcacion).

8. La suspension se incubo a 4°C en oscuridad durante 30 min.

9. Se adicionaron 10 ml de Buffer MACS y se centrifug6 a 300 g durante 10 min.
La suspension se resuspendié en 0,5 ml de Buffer MACS

10. Por otro lado, se preparé la columna MACS MS con 0,5 ml de Buffer MACS
y se colocé la muestra en el reservorio de la columna, evitando que ésta se seque entre
paso y paso. La fraccidén no retenida se recolecté.

Aclaracién: las columnas MACS MS poseen una capacidad de hasta 2x108
células totales

11. Se lavo 6 veces con 0,5 ml de buffer MACS

12. Se efectud la elusion de las células retenidas retirando la columna del
magneto y pasando 2 veces 1 ml de buffer MACS, realizando presidén con el émbolo al
agregar bufferla segunda vez. Las células retenidas se recogieron en un tubo coénico de
15 ml.

13. Se realizé recuento tanto de la fraccidn retenida como de la no retenida.

14. Al finalizar los pasos de purificacion, ambas fracciones se centrifugaron a
300 g durante 10 min, se eliminé el buffer sobrenadante y se resuspendieron las células
en medio IMDM suplementado.

El procedimiento se representa en la Figura 15.

Marcacidn magnética Separacién magnética Elucién de las células marcadas

oo | 1

O

Fig. 15. Procedimiento basico de separacion inmunomagnética positiva
empleando el kit MACS (Miltenyi Biotec, Inc).

3.4. Determinacion de la concentracion y viabilidad de células
El recuento celular se realizé en camara de Neubauer, estimando la proporcién

de células muertas por el método de exclusidbn con azul de tripan, un colorante
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supravital [138]. Esté técnica estd basada en la permeabilidad de la membrana celular
a los colorantes. Las células no viables tienen alterada la permeabilidad de su
membrana y por consiguiente permiten el ingreso de ciertos colorantes a su interior.
Como resultado se las observa de color celeste o azul; mientras que aquellas células
que se encuentran viables, mantienen intacta su membrana celular y no son permeables
a dichos colorantes, motivo por el cual se las observa blancas y refringentes al
microscopio optico.

Con este fin, la suspension celular se incub6 con una solucién de
tripan 0,4% (V/V) en PBS durante aproximadamente 1 min y luego se sembr6 la misma
sobre una camara de recuento, empleando en cada caso particular la dilucién
conveniente segun la densidad celular de la muestra. Se contaron las células vivas y
muertas, contenidas en cada uno de los cuadrantes de los extremos.

La concentracién de células (X), (ecuacién 5) ya sean vivas o muertas, se
determiné segun la siguiente ecuacion:

cél

. 1 1
X (=) = N° de células contadas X 10* X - x ——
ml 4 dilucién

(5)

La viabilidad del cultivo se determiné calculando el porcentaje de células viables
con respecto a las totales (ecuacién 6), teniendo en cuenta que la concentracion de

células totales (Xt) es la suma de la concentracion de células muertas (Xwv) y vivas (Xv).
Viabilidad (%) = 3£ x 100 (6)
T

3.5. Criopreservacion de células de mamifero

La criopreservacion constituye un método eficaz de conservacion de células que
garantiza el mantenimiento de sus propiedades metabdlicas iniciales [139,140]. La
conservaciéon en nitrégeno liquido es uno de los métodos usualmente empleado para
preservar lineas celulares [141]. El dafo celular inducido por la congelacion y la
descongelacion es causado por la formacion de cristales de hielo intracelulares y por
efectos osméticos [142]. La adicion de un agente crioprotector, como el glicerol o el
dimetilsulféxido (DMSQO) [143], y el empleo de una velocidad lenta de enfriamiento,
aproximadamente 1°C por min [144], minimizan éstos efectos negativos. La
conservacién de las lineas y células mononucleares se realizd en nitrégeno liquido, ya
que a temperaturas de -196°C se observaron deterioros celulares minimos [145].

Se empled una técnica de enfriamiento gradual desde temperatura ambiente
hasta -196°C. Para ello, una vez realizado el recuento, suspensiones celulares en fase
de crecimiento exponencial o células derivadas de tejido sanguineo se centrifugaron a

200 g durante 10 min a TA en una centrifuga Neofuge 15R (Heal Force, China). Se
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descart6 el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en una solucién de SFB
y dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) en una relacién 90:10 (V/V), de manera de obtener
una concentracion de 1-2 x10° céls./ml para el caso de las lineas celular y de
15-30 x 106 céls./ml para el caso de células de tejido sanguineo. La suspension celular
se distribuyé a razén de 1 a 1,5 ml por criotubo (Greiner Bio-One), los que luego fueron
guardados en un contenedor apropiado, MrFrosty® (Nalgene®, Estados Unidos), y
llevados a freezer de -70°C por 24 h. Este dispositivo contiene alcohol isopropilico,
permitiendo que en el interior del mismo la temperatura disminuya a razén de 1°C por
minuto, de manera de lograr un enfriamiento gradual de las células, que luego permita
una correcta revitalizacién de las mismas. Finalmente, los criotubos se almacenaron en

termos de Nz liquido a -196°C.

3.6. Revitalizacion de células de mamifero

La descongelacion rapida de la suspension celular es esencial para su éptima
recuperacion. Para la revitalizacion de las lineas celulares criopreservadas se retir6 el
criotubo del termo de N2 liquido y se lo sumergié rapidamente en un bano de agua a
37°C. La suspension celular descongelada se transfirié a un tubo cénico que contenia
20 a 30 ml de medio de cultivo y se centrifugd a 200 g durante 10 min a TA. Esta etapa
se realizé con el objeto de diluir rapidamente el DMSO y luego eliminarlo, ya que es un
reactivo toxico para las células en cultivo. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento
de células se resuspendio en un volumen de medio de cultivo adecuado. Finalmente, se
realizd el recuento celular con el objeto de evaluar la recuperacion y la viabilidad celular.

3.7. Sistemas de cultivos de células

Todas las lineas celulares eucariotas se cultivaron en una incubadora a 37°C,
con atmosfera de CO:z al 5% saturada de humedad (Nuaire, Estados Unidos). Segun la
etapa de trabajo, se utilizaron cultivos en adherencia, suspensién o medio semisdlido.

3.7.1. Cultivos en adherencia y suspension en pequena escala

Se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

e Placas multipozos de poliestireno (Greiner Bio-One o Jet Biofil, China) de 24,
12 y 6 pozos con una superficie de 1,9; 3,8 y 9,6 cm? por pozo, respectivamente.

e Frascos T (Greiner Bio-One o Jet Biofil) de 25, 75 y 175 cm?de superficie.

En todos los casos se mantuvo una relacién constante de 0,4 ml de medio de
cultivo por cada cm? de superficie, segln lo establecido por Freshney [146].

Las células que presentan un crecimiento en adherencia a un sustrato, esto es,
las lineas CHO-K1 y HEK293T/17, forman una monocapa. Para su propagacion es

necesario liberarlas del sustrato por medios mecanicos o enzimaticos. Cuando los
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cultivos alcanzaron la confluencia, es decir, crecieron formando una monocapa en la
totalidad de la superficie de los frascos o placas sobre los cuales estaban
multiplicandose, se procedié a retirar el sobrenadante y lavar la monocapa celular con
una solucion de tripsina-EDTA, compuesta por tripsina 0,05% (P/V) y EDTA 0,02% (P/V)
en PBS durante 15 s a TA con el objetivo de neutralizar los factores antitripsina
presentes en el SFB. Se respet6 una relacion de aproximadamente 50 pl de solucién de
tripsina-EDTA por cada cm? de superficie. Luego de eliminar la solucién de lavado, se
agregé nuevamente la misma proporcion de la solucién de tripsina-EDTA, dejandola
actuar el tiempo necesario para cada linea celular empleada, que permita el
desprendimiento completo de las células adheridas a la superficie. A continuacién, se
agrego6 el medio de cultivo correspondiente, suplementado con SFB, para neutralizar la
tripsina y homogeneizar la suspension celular de tal forma de obtener las células en
suspension.

Por otro lado, las células capaces de crecer en suspension, es decir, las MNCs
y HSPCs y la linea celular TF-1, fueron propagadas mediante dilucion de la suspensién

original en un mayor volumen del medio de cultivo correspondiente.

3.7.2. Cultivos en medios semisolidos en pequena escala

Los ensayos de formacion de colonias son ensayos funcionales in vitro para
enumerar HSPCs multipotentes y comprometidas obtenidas a partir de diferentes
fuentes. Las HSPCs individuales proliferan y se diferencian para producir colonias de
células sanguineas maduras, pero dichas colonias difieren en su tamafno, morfologia y
composicion celular de acuerdo al linaje y estadio de maduracién de las células que les
dieron origen. Por las caracteristicas metodolégicas del ensayo, cada colonia deriva de
un Unico progenitor CFU y su numero provee una medida del numero de CFUs
funcionales y viables en la muestra (1 colonia= 1 CFU). De este modo, permite la
enumeracién de todos los tipos de células progenitoras mieloides y/o eritroides:
eritroides (CFU-E y BFU-E), granulocitos/macréfagos (CFU-GM, CFU-G y CFU-M) y
progenitores multilinaje (CFU-GEMM). Para el cultivo en este tipo de medio, la
metodologia empleada se indica a continuacién:

1. Se descongelaron los tubos conteniendo el medio semisdlido (basico o
completo con EPO) a temperatura ambiente.

2. Se agitaron vigorosamente los viales de modo de homogeneizar la
concentracion de componentes en el mismo, y luego se dejaron los tubos en reposo
durante 10 min para permitir que asciendan las burbujas de aire.

3. Se adicionaron las citoquinas en los tubos correspondientes.
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4. Empleando IMDM-SFB 2% (V/V) se ajustd la concentracidn celular de las
muestras a una concentracion 10 veces mayor que aquella recomendada para el
plagueo, en general:

e MNCs de SCU: 5000- 20000 células/ 1,1 ml.

e (CD34* 0 CD133*: 500- 1000 células/ 1,1 ml.

5. Se adicioné el volumen de suspension al volumen deseado de medio
HSC-CFU inmediatamente previo al uso.

6. Se homogenizé vigorosamente el tubo con vortex hasta que las células
guedaron adecuadamente resuspendidas y se dejaron los tubos en reposo por 5 min
para permitir que las burbujas de aire asciendan.

7. Las suspensiones se cultivaron en placas con diferente superficie segun el
experimento, rotando las placas gentilmente para distribuir la suspension. Se adicion6
agua Milli Q estéril en los pozos libres para evitar la deshidratacion del medio.

8. Los cultivos se incubaron durante 8 a 14 d en estufa gaseada a 37°C.

4. METODOLOGIAS PARA LA CARACTERIZACION CELULAR

4.1, Inmunofenotipificacion por citometria de flujo

La metodologia de citometria de flujo permite la medicion de caracteristicas
Opticas y fluorescentes de células Unicas u otras particulas en una corriente de fluido,
cuando ésta atraviesa una fuente de luz [137,147]. De este modo, es posible determinar
el tamano, la granulosidad y las caracteristicas fluorescentes de las células, las cuales
pueden derivar de anticuerpos unidos o de colorantes, y asi analizar y diferenciar
poblaciones celulares [137,148].

La citometria de flujo tiene la capacidad de permitir andlisis rapidos, cuantitativos
y multi-paramétricos de poblaciones celulares heterogéneas. La inmunofenotipificacién
es el analisis de poblaciones heterogéneas con el propésito de identificar la presencia y
proporciones de varias poblaciones de interés. Para esto se emplean anticuerpos que
detectan antigenos especificos expresados por estas células, conocidos como
marcadores. Estos marcadores son, en general, proteinas de membrana involucradas
en la comunicacién, adhesién o metabolismo celular. Sin embargo, los mismos se
encuentran a menudo expresados en mas de un tipo celular, por lo cual se suelen
emplear estrategias que emplean dos o mas anticuerpos simultaneamente. Asi, la
inmunofenotipificacion empleando citometria de flujo se ha convertido en el método de
eleccion para identificar y separar células dentro de poblaciones celulares complejas,
mediante la evaluacion de repertorios de marcadores celulares empleando varios

anticuerpos acoplados con fluorocromos diferentes.

74



Materiales y Métodos

Debido a la heterogeneidad que caracteriza a las muestras de MNCs y a los
cultivos celulares derivados de células multipotentes, esta metodologia resulta
particularmente importante para llevar adelante los analisis de eficiencia de purificacion
de HSPCs y de diferenciacion celular realizados en el presente trabajo.

Se efectué inmunofenotipificacion de las células presentes en los cultivos en
suspension, siempre empleando un control de células sin marcar. Los anticuerpos
monoclonales de raton empleados fueron los siguientes: anti hCD34-APC/
anti hCD34-FITC/ anti hCD34-PE, anti hCD45-PE-Cy5/ anti hCD45-FITC,
anti hCD71-APC y anti-hCD235a-PE/anti hCD235a-PE-Cy7 (BD Biosciences). El
protocolo empleado fue el siguiente:

1. Luego de realizar recuento celular, se tom6 un volumen apropiado de cultivo
(en general, 30.000-50.000 células totales por marcacion) y se centrifugd a 300 g
durante 10 min para eliminar el medio de cultivo.

2. El pellet celular se resuspendié en 50 uyl de BTC por muestra [PBS;
BSA 1% (P/V); EDTA 2 mM] o Buffer de Bloqueo (BBC) [PBS; BSA 1% (P/V);
suero humano 20% (V/V)] segun se indique.

3. Se adicion6 un volumen adecuado del anticuerpo correspondiente, de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante, a resultados previos o segun los
resultados obtenidos en el protocolo de titulacion de los mismos (apartado 4.1.1).

4. Se incubaron las muestras en oscuridad a 4°C durante 20 min.

5. Luego de este tiempo, se lavaron las suspensiones con 1 ml de PBS,
centrifugando a 300 g durante 10 min. De este modo fue posible eliminar las moléculas
de anticuerpo que no se unieron a la superficie celular.

6. El pellet celular se resuspendio en 0,5 ml de PBS y se analiz6 por citometria
de flujo.

Para realizar los controles de compensacion, en algunos de los analisis
citométricos efectuados se empled el kit de compensacion Anti-Mouse Ig, k/Negative
Control Compensation Particles Set (BD Biosciences), ya que la realizacion de estos
controles consume un elevado numero de células, si los mismos no se efectuan con el
kit. Para utilizarlo se siguieron las instrucciones del fabricante, empleando volumenes

equivalentes para la marcacion de las perlas y de las células.

Por otro lado, la factibilidad de transduccién y la puesta a punto de las
condiciones de transduccién implicé el analisis de GFP intracelular producida luego del

tratamiento con particulas lentivirales. En este caso se procedié de la siguiente manera:
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1. Luego de realizar recuento celular, se tomdé un volumen apropiado de las
suspensiones celulares modificadas con los LVs EF1a-GFP, asi como de células no
expuestas a particulas lentivirales.

2. Las suspensiones se centrifugaron a 300 g durante 10 min.

3. El pellet celular se resuspendio en 0,5 ml de PBS y se analiz6 por citometria
de flujo.

Se utilizaron citémetros de flujo:

e Guava EasyCyte (Guava), el cual tiene la posibilidad de adquirir muestras
presentes en una placa de 96 pozos, y los datos fueron analizados con el software
GUAVA Express Plus.

e BD FACSAria lll (BD Biosciences). Los datos obtenidos fueron analizados con
los programas BD FACSDiva 6.1.2 (BD Biosciences) y FlowJo X 10
(Tree Star Inc., Estados Unidos).

4.1.1. Titulacion de anticuerpos monoclonales para citometria de flujo

La unién inespecifica de anticuerpos puede ser eliminada optimizando la
cantidad y concentracién del anticuerpo. De este modo, se deben aplicar protocolos de
titulacion para determinar la cantidad y concentracion de los anticuerpos que resultan
en la mayor sefal de la poblacion positiva y la menor sefial de la poblacién negativa.
Estos protocolos de titulacion permiten, asi, realizar un uso racional de estos reactivos.

e BD Anti hCD34 de ratéon-PE. Clon 8G12, concentracion 25 ug/ml,
isotipo 1gG1, k.

1. Se prepar6 una suspension celular mixta constituida por un 90% de células
TF-1 (que expresan los marcadores de superficie CD34 y CD71) y un 10% de células
CHO-K1.

2. Se centrifugé la suspension mixta a 300 gdurante 10 min y se eliminé el medio
de cultivo. El pellet celular se resuspendioé en un volumen adecuado de BTC.

3. Se tomaron 50.000 céls. (40 pl) por muestra a ensayar.

4. Se prepararon 10 ul de cada dilucion a evaluar del anticuerpo, para lograr
diluciones finales de: 2/25; 1/25; 1/125; 1/250; 1/1.250; 1/2.500.

5. Se adicionaron las diluciones de anticuerpo a las suspensiones celulares,
mezclando suavemente.

6. Se incubd a 4°C en oscuridad durante 20 min.

7. Al finalizar la incubacién, se lavaron las suspensiones con 1 ml de PBS,
centrifugando a 300 g durante 10 min.

8. Se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron en 0,5 ml de PBS.

9. Se analizaron las células por citometria de flujo (FACSAria Ill).
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10. Luego del andlisis, se calculé el indice de Tincién segtn la ecuacién 7 y éste

se grafico en funcion de la concentracion del anticuerpo:

T L.y medianay,s— mediana x 0,995
Indice de Tincién (IT) = ( b2 neg) (7)

84%neg— mediananeg

e BD Anti hCD71 de ratén-APC. Concentracién 1,5 pg/ml, isotipo IgG2a, k.
Se llevo a cabo el mismo protocolo que para la titulacion del anticuerpo
anti hCD34- PE.

e BD Anti hCD45 de raton-FITC. Concentracion 6,25 pyg/ml, isotipo 19G1, k.
1. Se separé la fraccion de MNCs a partir de una muestra de 6 ml de SP

heparinizada, como se indic6 en el apartado 3.3.1.

2. Luego de la separacion, y el lavado con PBS, se realiz6 recuento en cdmara
de Neubauer.

3. A partir de la fraccibn de MNCs, se prepard una suspension mixta de
MNCs (90%) y células TF-1 (10%).

4. Se centrifugd la suspension mixta a 300 gdurante 10 min y se elimind el medio
de cultivo. El pellet celular se resuspendié en un volumen adecuado de BTC.

5. Se tomaron 50.000 céls. (40 pl) por muestra a ensayar.

6. Se prepararon 10 pl de cada dilucion a evaluar del anticuerpo, para lograr
diluciones finales de: 2/25; 1/25; 1/50; 1/100; 1/200; 1/400.

7. Se repitieron los pasos 5 a 10 realizados en el caso de la titulacion del
anticuerpo anti hCD34-PE.

e BD Anti hCD235a de ratén-PE-Cy7. Concentracién 3 pug/ml, isotipo 19G2b, k.
1. A partir de la misma muestra de SP, luego de la separacién por ficoll, se

eliminaron las capas de plasma, ficoll, MNCs y se tomé una pequena alicuota (400 pl)
de GRs.

2. Se lavo esta alicuota con PBS, centrifugando a 300 g durante 10 min. Las
células se resuspendieron en 12 ml de PBS y se realizd recuento en camara de
Neubauer, en 5 campos del cuadrante central, destinado al recuento de GRs.

3. Se tom6 una alicuota de esta suspensién de GRs, para generar una
suspension mixta constituida en un 90% por GRs y un 10% por MNCs (poblacién
negativa para el marcador CD235a).

4. Repetir los pasos 4 a 7 realizados en la titulacion de Anti hCD45-FITC.

4.2, Tincion de May-Griinwald-Giemsa
De modo similar a otros métodos histologicos, éste se basa en las interacciones
electrostaticas entre los colorantes y las moléculas blanco. Las soluciones de tincion
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contienen Azul de Metileno (un colorante basico), azules relacionados (también
colorantes basicos) y eosina (un colorante acido). Los colorantes basicos tienen carga
neta positiva, y consecuentemente tifien nacleos (debido a las cargas negativas de los
grupos fosfato de las moléculas de ADN y ARN), granulos de granulocitos basofilos y
moléculas de ARN en el citoplasma de células blancas. Por esta razon, estas estructuras
aparecen en azul.

La eosina tiene carga neta negativa y tife GRs y granulos de granulocitos
eosinofilos. Asi, se observan en color rojo.

Las tinciones se realizaron de la siguiente manera:

1. A partir de cada cultivo se tomaron unas 200.000- 300.000 céls. totales y se
centrifugaron a 300 g durante 5 min.

2. Las mismas se resuspendieron en un volumen reducido del mismo medio de
cultivo y se depositaron en portaobjetos, extendiendo el volumen de suspension en la
superficie.

3. Una vez que se observd seca la superficie del portaobjetos, las células se
fijaron por calor.

4. Para la tincién, los portaobjetos se cubrieron gentiimente con solucién
May-Grinwald (Biopack, Argentina) durante 3 min (0,5 ml por portaobjeto)

5. Se agregd sobre el portaobjetos igual cantidad de agua, mezclando
suavemente y se incubd durante 3 a 5 min.

6. Los vidrios se lavaron con agua y se cubrieron con solucién de Giemsa
(Biopack), incubando durante 12 min, y se lavaron nuevamente. Se dej6 secar.

7. Se realiz6 analisis morfolégico a través de la clasificacidn de células en
campos aleatorios no superpuestos en microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-S inverted
microscope (Nikon, Japon).

4.3. Cuantificacion de hemoglobina (HGB) y determinacién de indices
de globulos rojos

Las suspensiones celulares derivadas de cultivos de HSPCs en medios de
produccion eritroide (MePE) fueron evaluadas con el objetivo de conocer los valores de
parametros caracteristicos de GRs. La determinacién de estos indices empleados en el
area Bioquimica, en los conteos sanguineos completos de rutina, nos permitiria
corroborar la presencia o ausencia de células eritroides en los cultivos (ya sea GRs
maduros o precursores con menor grado de maduracion). También constituiria una
herramienta para inferir la eficiencia del proceso de diferenciacién y podria
correlacionarse con la funcionalidad de las células obtenidas, es decir, con su capacidad
de transporte de oxigeno.
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4.3.1. Analisis automatizado

Inicialmente se emple6é un contador hematolégico Sysmex KX-21N (Sysmex
Corporation, Japén). El mismo emplea el método de deteccion por corriente directa (CD)
para leucocitos, hematies y plaquetas, mientras que para la determinacién de
hemoglobina emplea el método SLS, que usa laurilsulfato sédico, sin cianuro. Este
reactivo es un surfactante que hemoliza los eritrocitos y los leucocitos de la muestra. La
reaccion quimica comienza alterando la globina y, a continuacién, oxidando el grupo
hemo. Ahora los grupos hidréfilos del SLS pueden fijarse al grupo hemo y formar un
complejo estable coloreado (SLS-HGB), que se analiza con un método fotométrico. El
complejo obedece la ley de Beer-Lambert, con una absorbancia maxima a 539 nm [149].
Por otro lado, para la determinacién del hematocrito en las muestras utiliza un método
directo por acumulacién de la altura de pulsos.

Sin embargo debido a que los cultivos presentaban una densidad celular mucho
menor a la correspondiente a muestras de sangre, se debid concentrar la suspensién
celular aproximadamente 540 veces mediante centrifugacion a 2.000 rpm durante
10 min y posterior resuspension en PBS, para asi lograr que las variables a medir se
encuentren dentro de los rangos de deteccion y cuantificacién del equipo.

De esta manera se determinaron: la concentracion de hemoglobina, el
hematocrito y, a partir de esto, se calcularon el volumen celular medio (VCM), la
hemoglobina celular media (HCM) y la concentracion de hemoglobina celular media
(CHCM), empleando las férmulas que se encuentran a continuacion (Ecuaciones 8, 9
y 10):

HGB (£)x 10

HCM (%) = T (8)
L

Hematocrito (%) x 10 9
— T (9)

)

VCM (fl) =

HGB (%)x 100

CHCM (%) = (10)

Hematocrito (%)

4.3.2. Cuantificacion de HGB por el método manual de
cianometahemoglobina modificado

Este método también se empleé para la cuantificacién de HGB por poseer mayor
sensibilidad que el método que utilizan los contadores hematolégicos, ademas de ser el
método de referencia internacional, que posee elevada exactitud y reproducibilidad (con
baja desviacion estandar y coeficiente de variacion).

Este método de la cianometahemoglobina se basa en que la hemoglobina total
a pH alcalino es rapidamente convertida en este cianoderivado [150] y la absorbancia
del mismo es determinada a 540 nm (530-550 nm). El método fue simplificado por
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combinacién de reacitvos separados, ferricianuro alcalino y cianuro de potasio, en un
unico reactivo denominado Reactivo de Drabkin [151]. Asi, este procedimiento se basa
en la oxidacion la hemoglobina y sus derivados (excepto la sulfohemoglobina) a
metahemoglobina en presencia de ferricianuro de potasio alcalino. La metahemoglobina
reacciona con el cianuro de potasio para formar cianometahemoglobina, la cual tiene la
mencionada absorbancia maxima a 540 nm y obedece estrictamente la ley de
Beer-Lambert.

En el método estandarizado de cianometahemoglobina 20 ul de sangre completa
son diluidos en 5 ml de Reactivo de Drabkin. Sin embargo, en este trabajo se realizaron
ligeras modificaciones de volumen para poder evaluar la absorbancia en un lector de
placas (Multiskan FC, Thermo Scientific). El procedimiento para la cuantificacion fue el
siguiente:

1. Se prepard una curva estandar a partir de una muestra de sangre cuya
concentracion de HGB era conocida (10,5 g/dl). Luego de homogeneizar
apropiadamente se prepararon las siguientes diluciones en tubos Eppendorf (Tabla 7):

Tabla 7. Preparacién de la curva estdndar de HGB empleada en el ensayo de
cuantificacién de HGB en cultivos derivados de HSPCs.

Tubo de estandar Muestra de sangre (concentracion Solucién Hemoglobina
numero de HGB 10,5 g/dl) (ul) fisioldgica (ul) (g/dl)
1(1/10) 100 900 1,050
2 (1/20) 100 del tubo #1 100 0,525
3(1/50) 40 del tubo #1 160 0,210
4(1/100) 20 del tubo #1 180 0,105
5(1/150) 15 del tubo #1 135 0,070

2. Se sembraron por duplicado 20 pl de cada tubo estandar en placas de
poliestireno de fondo plano de 96 pozos (Jet Biofil), asi como 20 ul (también por
duplicado) de cada una de las muestras de interés puras y 20 ul de solucién fisiolégica
(blancos de reactivo).

3. A cada uno de los pozos se adicionaron 200 ul de reactivo de Drabkin.

4. La placa se incubé 10 min a TA en agitacién suave.

5. Se ley6 la absorbancia a 540 nm en lector de placas Multiskan FC.

6. Cuantificacién: Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las

correspondientes concentraciones de HGB. En la zona de linealidad, se calcul6 la
ecuacion de la recta empleando el programa OriginLab (OriginLab Corporation, Estados
Unidos). La concentracién de las muestras se determiné reemplazando el valor de
absorbancia correspondiente a cada una de ellas en la ecuacién calculada.
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5. DESARROLLO DE CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DE CELULAS ERITROIDES A PARTIR DE HSPCs

5.1. Cultivo de HSPCs en Medio de Produccion Eritroide de Referencia
(MePERef)

Con el objetivo de conocer el comportamiento de las HSPCs al ser cultivadas en
MePERgef, es decir, la factibilidad y capacidad de expansién y diferenciacién eritroide en
este medio de cultivo adaptado a partir del estudio publicado por Giarratana y col.
en [50], se llevo adelante el siguiente procedimiento:

1. Se descongelaron crioviales que contienen MNCs de dos muestras de SCU a
partir de termo de Nz liquido, tal como se indicé en el apartado 3.6 de esta seccion.

2. Se efectud recuento celular y determinacion de la viabilidad de las células
descongeladas (apartado 3.4).

3. Se purificaron las HSPCs CD34+ por seleccion inmunomagnética positiva de
acuerdo con el protocolo indicado en el apartado 3.3.2.2. Al finalizar la separacion
celular, se efectud recuento y determinacion de la viabilidad en camara de Neubauer.

4. Las células R se cultivaron ON en estufa gaseada en medio
IMDM- PFC 2% (V/V)-Heparina 2 Ul/ml-Glutamina 2 mM, mientras que las células NR
se mantuvieron en IMDM-SFB 10% (V/V).

5. A partir de las suspensiones celulares (R y NR) obtenidas se tomaron
20.000 células totales con el objetivo de realizar un screening por citometria de flujo de
la eficiencia de purificacion, evaluando el marcador CD34, y de este modo determinar la
necesidad de realizar o no un segundo paso de Sl. Este andlisis inicial se llevé adelante
en el citometro de flujo Guava EasyCyte y la marcacién celular se realiz6 de acuerdo a
lo indicado en el apartado 4.1, empleando como buffer para la tincion el BBC y el
anticuerpo monoclonal de raton Anti hCD34-PE (BD Biosciences) empleando una
dilucion 4/25.

6. Procedimiento de cultivo: los cultivos en medio MePERef se llevaron adelante

en 3 etapas y en cada una de ellas el medio MePERef se suplementé de manera
diferencial de acuerdo a las necesidades de expansién, compromiso y diferenciacion
para lograr la produccion de células eritroides.

ETAPA 1 (dias 0-7):

e Medio de cultivo MePERef 0-7, composicion:

Medio basal: IMDM (Gibco)

hEPO comercial (EPOc) 3 Ul/ml (Actividad biolégica especifica de

132.772 Ul/ml) (Zelltek, S.A.)

hIL-3 5 ng/ml (Miltenyi Biotec, Inc.)

hSCF 100 ng/ml (Miltenyi Biotec, Inc.)

hinsulina 10 pg/ml (Sigma)
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Glutamina 2 mM (Gibco)

Holo-transferrina humana 330 pg/ml (Sigma)

Heparina 2 Ul/ml (Rivero)

PFC 5% (V/V)

Hidrocortisona 10 M (Sigma)

e Concentracién inicial de células CD34*: 30.000 céls./ml. Se efectuaron 4
cultivos en idénticas condiciones

e En el dia 4 de cultivo se efectud una dilucion 2/3 de los cultivos

ETAPA 2 (dias 7-11)

El dia 7, luego de realizar recuento de los cultivos, las células se centrifugaron a
200 g durante 10 min para retirar el MePERef 0-7 y resuspender en el medio de cultivo
correspondiente a esta etapa que, a diferencia del medio de la Etapa 1, no contiene
hidrocortisona ni hiL-3.

¢ Medio de cultivo MePERef 7-11, composicion:

Medio basal: IMDM

rhEPO comercial 3 Ul/ml

hSCF 100 ng/ml

rhinsulina 10 pg/ml

Glutamina 2 mM (Gibco)

Holo-transferrina humana 330 pg/ml

Heparina 2 Ul/ml

PFC 5% (V/V)

e Densidad celular inicial en esta etapa: se resuspendieron los pellets celulares
en un volumen tal que permiti6 lograr en cada cultivo una densidad de
350.000 céls. totales/ml.

ETAPA 3 (dias 11-34)

El dia 11, luego de realizar recuento de los cultivos, las células se centrifugaron
a 200 g durante 10 min para retirar el MePERef 7-11 y resuspender en el medio de
cultivo correspondiente a esta etapa que, a diferencia del medio de la Etapa 2, no
contiene hSCF.

e Medio de cultivo MePERef 11-34, composicién:

Medio basal: IMDM

rhEPO comercial 3 Ul/ml

rhinsulina 10 pg/ml

Glutamina 2 mM

Holo-transferrina humana 330 pg/ml

Heparina 2 Ul/ml
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PFC 5% (V/V)

e Densidad celular inicial en esta etapa: se resuspendieron los pellets celulares
en un volumen tal que permiti6 lograr en cada cultivo una densidad de
650.000 céls. totales/ml.

e En el dia 20 de cultivo se efectué una dilucién 2/3 de los cultivos

7. Caracterizacién inmunofenotipica: Una vez obtenida la fraccion celular R con

una pureza adecuada, se evaluaron las caracteristicas inmunofenotipicas de la misma
por citometria de flujo multiparamétrica. La misma se efectu6 en el citbmetro
FACSAria Ill (BD Biosciences), en las siguientes condiciones:

¢ Dias de evaluacién de las poblaciones celulares presentes en cultivo: 0, 7, 11,
18y 25.

e Numero de células totales por marcacion: 30.000-50.000

e Buffer de tinciéon: BBC

e Anticuerpos: monoclonales de ratén Anti hCD34-PE (dilucion 4/25),
Anti hCD45-FITC (dilucién 1/25 hasta dia 11, en que fue necesario realizar una dilucién
menor, de 2/25, por reduccién en la intensidad de fluorocromo), Anti hCD71-APC
(dilucién 4/25) y Anti hCD235a-PE-Cy7 (dilucién 1/50) (BD Biosciences)

e Controles de compensacion: kit de compensacion Anti-Mouse Ig, k/Negative
Control Compensation Particles Set (BD Biosciences)

8. Determinacién del potencial clonogénico de la suspension celular: Se evalud

la capacidad clonogénica de las HSPCs purificadas por separacién inmunomagnética
que constituye la poblacién de partida presente en los cultivos que se efectuaran en
MePERef. Para ello se llevaron adelante cultivos por duplicado o triplicado en medio
semisoélido con metilcelulosa MACS HSC-CFU completo con EPO, que permite la
enumeracién de todos los tipos de células progenitoras mieloides y/o eritroides:
eritroides (CFU-E y BFU-E), granulocitos/macréfagos (CFU-GM, CFU-G y CFU-M) y
progenitores multilinaje (CFU-GEMM). Los cultivos se prepararon a partir de las
poblaciones celulares presentes en los cultivos en medio liquido MePERef en los dias
0,4,7,11y 18 como se indicé en el apartado 3.7.2. Se iniciaron con una concentracion
celular de 750 células/1,1 ml en un volumen final de 0,8 ml (cultivo en placas de 12
pozos). La enumeracion y clasificacién de colonias presentes en el medio se evaluo
luego de 12 dias de cultivo en condiciones estandar.

9. Evaluacién morfoldgica por tincion de May-Grinwald-Giemsa: A partir de

200.000 células totales se realizé una tincién de May-Grinwald-Giemsa de acuerdo al
procedimiento detallado en el apartado 4.2. Esta evaluacion se efectud sobre las
poblaciones presentes en los dias 0 y 28 de cultivo.
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10. Cuantificacion de HGB vy determinacion de indices de GRs: Estas

mediciones se efectuaron al finalizar el cultivo en MePERef, luego de 34 dias, segun lo
indicado en los apartados 4.3, 4.3.1. y 4.3.2.

5.2. Desarrollo de un medio de produccion eritroide mediante disefio

experimental (DoE)

Como fue mencionado previamente, se consideré relevante realizar esfuerzos
para optimizar el consumo de las moléculas complementarias utilizadas en el medio de
cultivo. Asi, se decidié llevar adelante una secuencia de disefios DoE (screening o
seleccién de factores, seguido por optimizacién de factores y finalmente confirmacion
del modelo), para obtener de manera mas eficiente una nueva formulacion del medio de
expansion de HSPCs (a la que se denomin6 MePEOpt 0-7). La experiencia previa
obtenida en el desarrollo de este trabajo sugiere que la adecuada progresion de esta
etapa es definitoria de las caracteristicas que presentaran las poblaciones al final del
cultivo. Por lo tanto, una apropiada expansion y una diferenciacion selectiva hacia el
linaje eritroide de las HSPCs durante la primera semana de cultivo, permitirian obtener
buenas cantidades de productos celulares fenotipicamente mas homogéneos y
diferenciados al final del proceso. Es por estas razones que se pretende lograr en esta
primera etapa de cultivo una maxima expansién de los progenitores CD34*: estas
células son las que presentan el mayor potencial de proliferacion y asi se espera que
una mayor amplificacién de las mismas luego permita la generacion de un gran niumero

de precursores y, finalmente, de células maduras.

5.2.1. Seleccion de suplementos de cultivo significativos para la
expansion de las HSPCs

e Diseno Experimental inicial: Plackett-Burman para 11 factores con 3 puntos
centrales
e Numero de niveles por factor: 2 (-1, 1)
e Tipo de estudio: factorial
¢ Modelo: de efectos principales
e 15 corridas experimentales (tres puntos centrales)
e Respuestas a evaluar:
R1: Células CD34" luego de 7 dias de cultivo (%)
R2: Expansién de células viables CD34* luego de 7 dias de cultivo (veces)
e Factores evaluados: la eleccion de los factores a evaluar en este ensayo de
screening fue realizada teniendo en cuenta la experiencia previa en la expansion de

HSPCs, asi como la bibliografia sobre el tema. Brevemente, se evaluaron:
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a. EPOc: su rol en la eritropoyesis fue extensamente descripto en la introduccién
de este trabajo.

b. hIL-3: este factor de crecimiento, al igual que hSCF, estimula a las HSPCs a
diferenciar en CFU-GEMM vy progenitores mieloides. Sin embargo, también tiene un rol
en la diferenciacion de estos progenitores en precursores mas comprometidos [70].

c. hSCFH y hSCF: se analizaron dos variantes de SCF, la primera es una
variante altamente glicosilada, expresada en células HEK293/T17 y purificada a través
del tag de Histidinas que posee en su extremo C-terminal [152]; mientras que la segunda
es la variante comercial producida en E. coli, que por lo tanto carece de glicosilaciones.
De este modo se pretende ver si alguno de ellos tiene un efecto méas importante sobre
el crecimiento de estos cultivos primarios.

d. GM-CSF: también es un regulador de la eritropoyesis in vivo, participa en la
diferenciacién de las CFU-GEMM en CFU especificas para precursores eritroides, de
granulocitos, monocitos, macréfagos y megacariocitos [70].

e. hinsulina: se encuentra reportado que, en combinacion con otros factores de
crecimiento como SCF y TPO, incrementa la expansion de HSPCs
significativamente [29].

f. Hidrocortisona: esta descripto que los glucocorticoides son inductores de la
proliferacion de precursores, pero inhiben la maduracion [34].

g. PFC: se encuentra reportado su uso en publicaciones como [50], debido a los
numerosos compuestos citoprotectores y otros factores que contiene.

h. Holotransferrina: es necesaria para el metabolismo celular del hierro y el
transporte de oxigeno (es requerido para la sintesis de citocromos, enzimas, mioglobina
y hemoglobina).

i. BSA: se evalua con el objetivo de reducir el porcentaje de plasma en los
cultivos, ya que su composicion es variable y su uso no es escalable.

j- B-mercaptoetanol: esta descripto que es requerido por algunas lineas
celulares més sensibles a las ROS (especies reactivas de oxigeno), por ejemplo los
cultivos primarios. Para evitar el estrés oxidativo causado por los elevados niveles de
oxigeno en que se realizan los cultivos estandar, la mayoria de las células amplifican
sus defensas antioxidantes, pero ciertos tipos celulares son incapaces de hacer esto.
En estos casos el agregado de B-mercaptoetanol puede ayudar a mantener un ambiente
reductor. Se ha indicado que actla incrementando el nimero de colonias eritroides e
incrementa la sensibilidad a dosis no-saturantes de EPO [153].

El programa informatico empleado para la creacién y andlisis de los resultados
del DoE fue Stat-Ease Design Expert 7.0.0 Software (Stat Ease, Inc., Estados Unidos).

Las corridas experimentales que se obtuvieron fueron las que se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Corridas experimentales sugeridas por el software Design Expert 7.0.0. Se
indican el orden estandar y de corrida y las concentraciones a evaluar de cada factor.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
Ord Ord EPO hIL-3 hSCFH hSCF GM- |Ins Hidroc PFC Holo- BSA B-ME
Est corrida CSF transf

u/  ng/ml ng/ml ng/ml ng/ ug/ 10°M % ug/ml % 10+
ml ml ml (V/V) (MVv) M

2 1 1 12 100 20 100 20 2,0 2 50 0,4 2,0
4 2 1 12 20 100 100 4 2,0 10 400 0,4 0,2
7 3 5 2 20 20 100 4 2,0 10 50 2,0 2,0
1 4 5 12 20 100 100 20 04 2 50 2,0 0,2
12 5 1 2 20 20 20 4 0,4 2 50 0,4 0,2
14 6 3 7 60 60 60 12 1,2 6 225 1,2 1,1
9 7 5 12 100 20 20 4 2,0 2 400 2,0 0,2
5 8 1 2 100 20 100 20 0,4 10 400 2,0 0,2
13 9 3 7 60 60 60 12 1,2 6 225 1,2 1,1
15 10 3 7 60 60 60 12 1,2 6 225 1,2 1,1
6 11 1 2 20 100 20 20 2,0 2 400 2,0 2,0
10 12 1 12 100 100 20 4 04 10 50 2,0 2,0
11 13 5 2 100 100 100 4 0,4 2 400 0,4 2,0
8 14 5 12 20 20 20 20 0,4 10 400 0,4 2,0
3 15 5 2 100 100 20 20 2,0 10 50 0,4 0,2

F: Factor; Ord. Est.: Orden Estandar; Ord. Corrida: orden de corrida; Ins: insulina humana
recombinante; Hidroc.: hidrocortisona; Holo-transf: holo-transferrina; -ME: B-mercaptoetanol.

Adicionalmente se efectu6 un control de expansién en medio IMDM basal (sin
suplementacién). Asimismo, para estudiar la existencia de potenciales interacciones
entre los factores que resulten significativas en las respuestas evaluadas, se efectu6
también un analisis por redes neuronales con el programa MatLab (Mathworks, Estados
Unidos), utilizando el Algoritmo Genético (AG).

El procedimiento experimental llevado adelante fue el siguiente:

1. En primer lugar, se separaron MNCs de una muestra de SCU, tal como se
indicé en el apartado 3.3.1 de esta seccion.

2. Se efectud recuento celular y determinacion de la viabilidad de las células
separadas y lavadas (apartado 3.4).

3. Se purificaron las HSPCs CD34* por seleccién inmunomagnética positiva de
acuerdo con el protocolo indicado en el apartado 3.3.2.2. Al finalizar la separacion
celular, se efectud recuento y determinacion de la viabilidad en cdmara de Neubauer.

4. Las células R se cultivaron ON en estufa gaseada en medio
IMDM-PFC 2% (V/V)-Heparina 2 Ul/ml-Glutamina 2 mM, mientras que las células NR se
mantuvieron en IMDM-SFB 10% (V/V).
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5. A partir de las suspensiones celulares (R y NR) obtenidas se tomaron
50.000 células totales con el objetivo de realizar un screening por citometria de flujo de
la eficiencia de purificacion, evaluando el marcador CD34, y de este modo determinar la
necesidad de realizar o no un segundo paso de separacién inmunomagnética. Este
andlisis inicial se llevé adelante en el citémetro de flujo Guava EasyCyte (Guava) y la
marcacion celular se realizé de acuerdo a lo indicado en el apartado 4.1, empleando
como buffer para la tincién el BTC y el anticuerpo monoclonal de raton Anti hCD34-PE
en una dilucién 1/25.

6. Una vez obtenida la fraccion celular R con una pureza adecuada, se procedio
a iniciar los cultivos con suplementacion variable de acuerdo a las corridas
experimentales requeridas por el DoE. Para ello se determind la concentracion de
células CD34* y el numero total. La suspensién se centrifugd a 300 g durante 10 min.

7. El pellet se resuspendi6 en un volumen de IMDM basal de 4,2 ml (16 corridas
x 250 ul) y se homogeneizé adecuadamente. Se distribuyeron 250 ul/pozo en una placa
de 48 pozos, numerando cada uno de ellos segun el Numero de corrida.

8. Se prepararon en tubos Eppendorf 300 ul de medio suplementado con los
factores indicados en la Tabla 8 para cada corrida, pero en una concentracién 2X
respecto de la indicada en la tabla.

9. A cada pozo se le agregaron 250 pl del medio 2X suplementado
adecuadamente segun el numero de corrida. Se homogeneiz6 cada pozo.

10. Los cultivos se mantuvieron en condiciones estandar durante 7 d.

11. Luego de este tiempo de cultivo se evaluaron las respuestas: se efectud
recuento en cadmara de Neubauer a partir de cada uno de los pozos y se evalud el
porcentaje de células CD34+ mediante citometria de flujo, del mismo modo que se hizo
para el dia 0.

12. A partir de las respuestas obtenidas se efectud el analisis correspondiente
con los programas informaticos mencionados y, de este modo, se definieron los factores
significativos para continuar con los pasos siguientes de la optimizacién, a la vez que se
establecieron las concentraciones en las cuales se mantendran los demas factores no
significativos estadisticamente, de acuerdo a la generacién de efectos positivos o

negativos en las respuesta analizadas.

5.2.2. Optimizacion de los niveles de factores influyentes en la etapa de
expansion de HSPCs

Para disenar y llevar a cabo la optimizaciéon de factores influyentes detectados
en la etapa de screening, se empled también el programa Stat-Ease Design Expert 7.0.0

Software que, del mismo modo, sugiere una serie de corridas experimentales ordenadas
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de manera aleatoria para evaluar las respuestas de interés. Para esto, los disefios mas
utilizados son los factoriales completos a tres niveles, el central compuesto,
Box-Behnken, D-optimal y Doehlert.

Igual que en la etapa anterior, es necesario obtener una poblacion de células con
una pureza considerable (es decir, células mayoritariamente CD34*) a partir de MNCs
de SCU. Luego de esto es necesario realizar las corridas en las condiciones de cultivo
sugeridas por el software durante 7 d y, finalmente evaluar las respuestas de interés [en
este caso, la expansion de células viables CD34* (veces) y las células CD34* (%)].

Una vez generados los datos experimentales, se debe llevar a cabo el analisis
de los mismos, mediante modelado usando polinomios de regresion lineal mdultiple para
caracterizar una superficie de respuesta. Luego, las respuestas deben ser optimizadas
(siguiendo un criterio apropiado y asegurando que se cumplan los supuestos
estadisticos necesarios), y para ello la funciéon deseabilidad es la herramienta que se
aplica mas comunmente. Pueden hallarse una o varias condiciones optimas.

Finalmente, las condiciones éptimas encontradas deberan ponerse a prueba, al
igual que los modelos obtenidos. Asi, es adecuado que se efectden varios experimentos
de cultivo con la suplementacion propuesta como la 6ptima y, luego del periodo de
tiempo en cuestidn, se analicen las respuestas de interés para controlar que las mismas

se encuentren en el intervalo de confianza predicho por el modelo.

6. DESARROLLO DE CULTIVOS DE CELULAS RECOMBINANTES
6.1. Transfeccion de células animales. Generacion de vectores
lentivirales

Los vectores lentivirales de tercera generacién pseudotipados con la
Glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV) fueron generados por
transfeccion transiente de células de la linea HEK293T con cuatro plasmidos: pREV,
pVSV-G, pMDL [154,155] y los vectores de transferencia pLV-EF1a-EPO vy
pLV-EF1a-GFP.

Para la transfeccion transiente se utilizé la técnica de lipofeccidn o transfeccion
mediada por lipidos policatidnicos [156], en este caso, el
Lipofectamine™ (Invitrogen) [157].

Las condiciones 6ptimas de transfeccion fueron puestas a punto previamente en
el laboratorio, analizando las eficiencias de transfeccidon de diferentes lipidos catidnicos
comerciales en distintas proporciones lipido:ADN. En este caso, se utilizé el lipido
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), para el cual se establecid una relacion optima
lipido:ADN de 2:1 [158]. El protocolo empleado se describe a continuacién:
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1. Las células HEK293T/17 se cultivaron a una densidad de 4x10° céls./ml en
placas de 100 mm de diametro (Greiner Bio-One), empleando medio DMEM para
HEK293 suplementado con SFB 10% (V/V).

2. Luego de 24 h de incubaciéon a 37°C, CO: 5%, se llevé adelante el
procedimiento de lipofeccion. Para ello se prepararon, por cada vector de transferencia
diferente, 2,5 ml de medio DMEM para HEK-293T sin SFB conteniendo 2,5 ug de pREV;
3,6 ug de pVSV-G; 6,5 ug pMDL; 10 pg del plasmido de transferencia. Por otro lado, en
otro tubo coénico de 15 ml, se mezclaron 2,5 ml de medio DMEM para HEK-293T sin
SFB con 50 pl de Lipofectamine™2000 1 mg/ml. Esta ultima mezcla se incub6 5 min a
TA, luego de agitar vigorosamente.

3. El contenido de ambos tubos cénicos se mezcl6 gota a gota para favorecer la
formacion homogénea de los complejos lipido-ADN y se incub6 a TA durante 20 min.

4. Se retird el sobrenadante de las placas de cultivo conteniendo las células
HEK293T y se adicioné el volumen de 5 ml de la mezcla lipido-ADN. Esto se incubé en
las mismas condiciones de cultivo durante al menos 4 h.

5. Al cabo de este tiempo, el cultivo se suplement6é con 5 ml de medio DMEM
para HEK293T SFB 20% (V/V), de modo que la concentracion final de suero sea
10% (V/IV).

6. 48 h después de la transfeccién se cosechd el sobrenadante del cultivo
conteniendo los vectores lentivirales, se centrifugé a 200 g durante 8 min a TA para
eliminar las ceélulas que pudieran haberse desprendido de la monocapa al retirar el
medio.

7. Se filtr6 el sobrenadante utilizando un filtro para jeringa con membrana de
0,45 um de tamafo de poro.

8. El sobrenadante se almacend a -70°C hasta efectuar el paso de concentracion
de las particulas por centrifugacién o su titulacion.

6.2. Concentracion de particulas lentivirales mediante
ultracentrifugacion

La capacidad de transducir células dificiles de infectar, tales como células
hematopoyéticas primarias, células stem hematopoyéticas y células neuronales con
vectores lentivirales depende de la posibilidad de producir stocks de particulas con
elevados titulos virales.

La ultracentrifugacion es uno de los métodos que se pueden usar para
concentrar sobrenadantes que contengan vectores lentivirales o retrovirales
pseudotipados con la VSV-G. En contraste con las proteinas de envoltura endogenas,
la VSV-G es una glicoproteina robusta que puede soportar el estrés prolongado de la
ultracentrifugacion [159].
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Las particulas lentivirales que contienen la secuencia de hEPO fueron
ultracentrifugadas como se describe a continuacion:

1. El sobrenadante filtrado se colocé en tubos para ultracentrifuga Beckman
Coulter (Estados Unidos), controlando que el peso del tubo con sobrenadante quede
equilibrado con el de un tubo con PBS.

2. Los tubos se centrifugaron a 65.000 g durante 3 h a 4°C con desaceleracion
minima, empleando el rotor JA 30.50.

3. Una vez finalizado el tiempo de centrifugacion, se elimind el sobrenadante por
volcado, dejando el tubo invertido para retirar completamente el mismo.

4. Para resuspender completamente el pellet de particulas lentivirales, el tubo
se incubd ON con 500 pl de medio de cultivo IMDM-10% SFB a 4°C.

6.3. Determinacion del titulo de particulas lentivirales

Para estimar el nimero de unidades transduccionales es necesario titular los
sobrenadantes cosechados en el apartado 6.1y 6.2.

Para tal fin, se empled el kit de titulacion QuickTiter™ LentivirusTiter Kit
(Lentivirus-Associated HIV p24) (Cell Biolabs, Estados Unidos). Este kit fue disefiado
para detectar Unicamente la proteina p24 del virus del VIH que se encuentra asociada
a particulas, y no aquélla libre. El kit constituye un inmunoensayo en el que soélo la
proteina p24 asociada al core viral forma complejos con el reactivo ViraBind™, pudiendo
separarse asi de la proteina libre por centrifugacién a alta velocidad. El kit presenta una
sensibilidad de 1 ng/ml de proteina p24.

Para la titulacion se emple6 el protocolo que se indica a continuacion, de acuerdo
con lo establecido por el fabricante:

1. 1 ml del stock lentiviral (LVs-EPO, LVs-GFP) y 1 ml de medio de cultivo DMEM
para HEK293T con SFB 10% (V/V) condicionado (control negativo) se acondicionaron
e inactivaron mediante el agregado de 10 pl de ViraBind™ reactivo A, mezclando por
inversion y adicién inmediata de 10 pl de ViraBind™ reactivo B, mezclando nuevamente
por inversion.

2. Las muestras tratadas se incubaron durante 30 min a 37°C y se centrifugaron
5 min a 13.000 ga TA.

3. Se elimind el sobrenadante y el pellet se disolvié en 250 ul de Diluyente de
Muestra. Se mezclé por agitacion y se incubd por 30 min mas a 37°C para inactivar los
virus.

4. Paralelamente se prepar6 la curva de estandar de proteina p24, como se
indica a continuacién (Tabla 9):
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Tabla 9. Preparacion de la curva estandar de proteina p24 empleada en el ensayo de
titulacion de particulas lentivirales.

Tubo de Estandar de proteina Diluyente de Proteina p24

estandar numero  p24 recombinante (ul) muestra (pl) (ng/ml)

1 10 990 100,00

2 500 del tubo #1 500 50,00

3 500 del tubo #2 500 25,00

4 500 del tubo #3 500 12,50

5 500 del tubo #4 500 6,25

6 500 del tubo #5 500 3,12

7 500 del tubo #6 500 1,56

8 0 500 0

5. Los tubos con las diferentes concentraciones del estandar también se
incubaron a 37°C durante 30 min.

6. 100 ul de las muestras tratadas, el estandar de proteina p24, el blanco y el
control negativo (medio condicionado) fueron adicionadas a la placa previamente
sensibilizada con anticuerpo anti-p24 provista por el kit.

7. La placa se cubrid y se incub6 a 4°C durante 16 h.

8. Los pozos se vaciaron, se lavaron 3 veces con 250 pl de Solucién de Lavado
y al finalizar el lavado, se eliminé el exceso de Solucion realizando golpes ligeros de la
placa invertida sobre papel absorbente.

9. Se adicionaron 100 pul por pozo de anticuerpo monoclonal anti-p24 conjugado
a FITC diluido 1/1.000. La placa cubierta se incub6 durante 1 h a TA en agitador orbital.

10. Se repitié el lavado del paso 8.

11. Se agregaron 100 pl de anticuerpo monoclonal anti-FITC conjugado a
Peroxidasa de rabano picante (HRP) diluido 1/1.000. La placa cubierta se incubd
durante 1 h a TA en agitador orbital.

12. Se repitié el lavado del paso 8.

13. Se atemperd la solucion de sustrato a temperatura ambiente y se agregaron
100 pl de la misma en cada pozo. La placa se incubé a TA en agitador orbital durante 2
a 30 min, de acuerdo con la velocidad de desarrollo de color, evitando la saturacion.

14. La reaccion enzimatica se detuvo a través del agregado de 100 ul de
Solucion de Detencion (H2SO4 0,5 N) en cada pozo.

15. Se leyé inmediatamente la absorbancia en lector de placas Multiskan
(Thermo Scientific, Estados Unidos) a una longitud de onda de 450 nm.

Para la determinacién del titulo lentiviral en las muestras se calculd la
concentracion de proteina p24 a partir de la absorbancia y de la férmula de regresiéon
lineal correspondiente a la curva de absorbancia del estdndar de proteina p24. Luego
se emplearon las siguientes formulas (Ecuaciones 11, 12, 13y 14):
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. . . I 0,25 ml
Titulo de p24 (asoaada a virus, %) =p24 (%) x factor de dilucion x m ;Z (11)

Dado que hay aproximadamente 2.000 moléculas de proteina p24 por particula
lentiviral (LP), entonces 1 LP contiene:

2000 x 24 x 103
6x1023

0 1ngdep24 =1,25x 10”LPs (13)

gdep24=8x10"°pgde p24 (12)

Para vectores lentivirales adecuadamente empaquetados, 1 unidad de

transduccién (UT) equivale de 100 a 1.000 LP, por lo que:

6 UT _ 1098—9LF _ ng
10 ml—lO ml—8a80 mlp24 (14)
6.4. Optimizacion del protocolo de transduccion de HSPCs con LPs

De acuerdo a las condiciones experimentales, tales como el protocolo de
transduccién empleado, el numero de eventos de exposicion a los vectores, o la
preparacion y secuencia del vector empleado, las particulas lentivirales pueden
transducir un porcentaje variable de células e integrar un nUmero variable de copias de
ADN en el genoma de las células blanco. Adicionalmente, existen factores celulares
intrinsecos que pueden afectar los niveles de expresion de un transgen, particularmente
en HSPCs, las cuales se sabe que tienen la capacidad de limitar la eficiencia de
tranduccién lentiviral.

Por estas razones se hizo necesario encontrar condiciones de transduccion
adecuadas. Con este fin se empled el vector pLV-EF1a-GFP, el cual contiene la
secuencia de la proteina verde fluorescente, como sustituto del vector que contiene la
secuencia de hEPO. De este modo los niveles de expresion y la proporcion de HSPCs
modificadas pueden ser facilmente determinados por citometria de flujo/microscopia de

fluorescencia.

® Suplementacion del medio de transduccidén (MT)

En primer lugar se gener6 un disefio experimental con el objeto de encontrar las
concentraciones de citoquinas en el medio que favorezcan la transduccion lentiviral y,
adicionalmente, permitan mantener la viabilidad celular.

Dada la experiencia previa y limitaciones de costo, se eligio realizar un disefio
D-optimal, en el cual los factores analizados fueron la concentracién de hSCF y la
concentracion de hIL-3. Las respuestas analizadas fueron: % de células GFP* (R1),
intensidad de fluorescencia media de GFP (R2) y niumero de células viables (R3).

El diseno D-optimal es un disefio generado por computadora que permite

plantear experimentos a partir de “borradores”, en los cuales el usuario indica un

92



Materiales y Métodos

modelo, un nimero de muestras, un grupo de puntos candidatos, rangos de las variables
y otras posibles restricciones [110]. Estas restricciones, en general, surgen cuando el
numero de corridas que se pueden llevar a cabo o el tiempo destinado al experimento
son reducidos, o bien cuando el espacio experimental incluye niveles de los factores
que no son factibles o0 son imposibles de ejecutar.

En este caso se plantearon las siguientes restricciones para la generacién del
diseno de experimento:

e Diseno inicial: D-optimal con intercambio de puntos (Point Exchange), sin

bloques

e Modelo: cuadratico

e 5 ng/ml < [nSCF] + [hIL3] < 50 ng/ml

e 0 ng/ml < [hIL3]< 20 ng/ml

e 0 ng/ml < [hSCF] < 50 ng/ml

e Numero de niveles por factor: 2 (-1, 1)

¢ Tipo de estudio: superficie de respuesta

e 11 corridas experimentales (con un punto central)

El programa informatico empleado para la creacion del DoE fue
Stat-Ease Design Expert 7.0.0 Software. Las corridas experimentales que se obtuvieron
fueron las que se muestran en la Tabla 10. Adicionalmente se decidié efectuar dos
controles de corrida (que no fueron incluidos al analizar las respuestas para la obtencién
de la superficie de respuesta):

a. Control sin citoquinas, en el que las células fueron transducidas en las mismas

condiciones experimentales que el resto de las corridas del DoE, s6lo que no se
suplement6 el medio de transduccién con citoquinas.
b. Control sin LVs, en el cual el sobrenadante lentiviral fue reemplazado por

IMDM basal. El medio de transduccién se decidioé suplementar con hSCF 20 ng/ml.
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Tabla 10. Corridas experimentales sugeridas por el software Stat-Ease Design Expert
7.0.0. Se indican el orden estandar, orden de corrida, tipo de punto y concentraciones a evaluar
de cada uno de los factores.

Factor 1 Factor 2
Orden estandar Orden de corrida Tipo hSCF (ng/ml)  hIL-3 (ng/ml)
5 1 Vértice 50,0 0,0
8 2 Interior 16,0 14,5
3 3 Vértice 0,0 5,0
6 4 Vértice 30,0 20,0
4 5 Vértice 0,0 20,0
1 6 Tercer borde 20,0 0,0
2 7 Interior 28,5 9,5
7 8 Borde Cent 0,0 12,5
9 9 Tercer borde 43,3 6,7
10 10 Centro 17,0 9,0
11 11 Vértice 30,0 20,0
- Sin LVs Sin LVs 20,0 0,0
- Sin citoquinas Sin citoquinas 0,0 0,0

El procedimiento experimental fue el siguiente:

1. Se purificaron las células CD34* segun el apartado 3.3.2.2, previa
descongelacion de un criotubo con MNCs.

2. Las células no retenidas (NR) se cultivaron en IMDM-SFB 10% (V/V)-
hIL3 5 ng/mI-hSCF 50 ng/ml y las células retenidas (R) se cultivaron en IMDM-
PFC 5% (V/V)- Glutamina 2 mM- Heparina 2 Ul/ml- hIL3 5 ng/ml- hSCF 50 ng/ml (medio
de pre-incubacion). Los cultivos se efectuaron a 37°C en estufa gaseada durante 4 d,
para incrementar el numero celular y favorecer la integracion de las secuencias
lentivirales al genoma celular.

3. Se tomd un volumen de la suspension de células NR y R para determinar la
eficiencia de purificacion, evaluando los marcadores de superficie CD34, de acuerdo al
protocolo indicado en el punto 4.1.

4. Luego de los 4 dias de pre-incubacion, se realiz6 recuento celular en camara
de Neubauer.

5. Se tomd la suspension celular y se centrifugd a 300 g durante 10 min.

6. El pellet se resuspendié en 0,975 ml de IMDM basal (0,075 ml x 13 corridas).

7. Se fraccion6 el volumen total de suspensién celular en 13 tubos Eppendorf
con 75 ul de suspension cada uno.

8. A cada uno de los tubos se adicion6 75 pl de medio semisélido basico MACS
HSC CFU (sin citoquinas).

9. Se suplementé cada corrida segun lo indicado en la Tabla 10.

10. A cada tubo Eppendorf se le adicion6 150 ul de particulas lentivirales
LVs EF1a-GFP (MOI resultante de 5 UT/cél.) y esto se cultivd en placa de 24 pozos
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(aproximadamente 300 ul por pozo). La proporcién resultante de LVs:IMDM basal:medio
semisolido bésico fue 2:1:1

11. Se incubd a 37°C en estufa gaseada durante 72 h.

12. Luego de este periodo, el contenido de cada pozo se retird y se lavd con
1 ml de IMDM basal. La suspension se centrifug6 a 300 g durante 10 min.

13. El medio de cultivo se retiré y las células se resuspendieron en 250 ul de
IMDM basal.

14. A partir de estas suspensiones se realizd recuento celular en camara de
Neubauer.

15. El resto de la suspension celular se empled para realizar un analisis por
citometria de flujo y asi determinar el porcentaje de células GFP* y la intensidad media
de fluorescencia (X-mean GFP).

16. Los resultados obtenidos se analizaron en el software Design Expert 7.0.0.

® Multiplicidad de infeccion (MOI)
A continuacién se evaluaron dos MOI diferentes para la transduccién de HSPCs.

El procedimiento que se realiz6 fue el siguiente:
1. Se descongelaron crioviales con MNCs, a partir de las cuales se purificaron
las células CD34* mediante Sl positiva (apartado 3.3.2.2).
2. Luego de la separacion, las células se cultivaron durante 4 d en medio de
pre-incubacién.
3. Se tomo6 una fraccion de la suspension celular para analizar la eficiencia de
purificacion de células CD34+ mediante citometria de flujo.
4. El dia de las transducciones, las células se contaron en camara de Neubauer
y, segun esto, se determin6 el volumen de sobrenadante lentiviral titulado de
LVs EF1a-GFP que debia utilizarse para lograr una MOI de 4 UT/cél. y 10 UT/cél.
5. Se procedi6 a la transduccion lentiviral, empleando las siguientes
condiciones:
e Control negativo: en éste el volumen de sobrenadante lentiviral necesario fue
reemplazado por IMDM basal.
e Medio de transduccion: proporcion LVs:IMDM basal:medio semisélido basico
de 2:1:1.
e Suplementacion con citoquinas del medio de transduccion: hiL3 17 ng/ml y
hSCF 33 ng/ml
e MOI: volumen de LVs necesario para lograr MOI=4 UT/cél. y MOI=10 UT/cél.
6. Las células se cultivaron en placas multipozo durante 72 h en estufa gaseada.
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7. Al cabo de este lapso, se diluyeron los cultivos en IMDM basal y se
centrifugaron a 300 g durante 10 min.

8. Se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 pl de
IMDM basal.

9. Se realizaron recuentos en camara de Neubauer y se analizaron las muestras
en citémetro de flujo FACSAria .

6.5. Cultivos comparativos de células modificadas (eHSPCs) y células

no modificadas (hnmHSPCs)

En esta etapa se evalud la capacidad de expansion y diferenciacién eritroide de
dos lineas: eHSPCs (transducidas con LVs EF1a-EPO) y nmHSPCs (no modificadas
con particulas LVs), mediadas por la accion de hEPO, tanto ex6gena como secretada
por las propias células. Paralelamente a cada ensayo de transduccién de HSPCs con
los LVs EF1a-EPO, se realizaron transducciones de estas células con LVs EF1a-GFP,
para determinar la factibilidad de transduccién en cada evento de exposicion a un dado
lote de lentivirus y para una determinada muestra de HSPCs.

Las HSPCs fueron cultivadas en medio semisélido MACS HSC-CFU con
metilcelulosa, basico y en MePERef, adaptado de un estudio publicado [50].

6.5.1. Ensayo preliminar en medio semisdélido

Inicialmente, se realizaron cultivos en medio semisélido MACS HSC-CFU
empleando HSPCs de SP.

1. Las células fueron pre-estimuladas en MePERef suplementado con
hidrocortisona 10¢ M, hSCF 100 ng/ml, hIL3 5 ng/ml y EPOc 3 Ul/ml (22,6 ng/ml)
durante 7 d.

2. A continuacion, las células fueron transducidas con vectores LVs EF1a-EPO.
Se mantuvo un control de nmHSPCs.

3. Los cultivos de nmHSPCs y de eHSPCs se llevaron a cabo durante 8 d en
medio semisdlido con metilcelulosa basico (MACS HSC-CFU basic) suplementado con
hSCF 50 ng/mly hIL3 10 ng/ml, tanto en presencia como en ausencia de EPOc 3 Ul/ml.
Los cultivos se prepararon como se indica en el punto 3.7.2 de esta seccion.

4. Los cultivos se incubaron a 37°C en atmésfera de CO2 5%.

5. Luego del cultivo, se evalué el porcentaje de colonias eritroides (CFU-E y
BFU-E), el numero de colonias totales y la concentracién de hEPO en sobrenadantes
de cultivos.

6.5.2. Cultivos en suspension
1. Se preparé un pool de células progenitoras a partir de tres muestras de SCU.
Se analiz6 la pureza de dicho pool por citometria de flujo (segun el apartado 4.1).
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2. El pool se pre-estimul6 en IMDM suplementado con PFC 5% (V/V);
glutamina 2 mM; heparina 2 Ul/ml; hSCF 50 ng/ml; hIL3 5 ng/ml durante 5 d para la
posterior transduccion lentiviral.

3. La transduccion se realizd6 de la siguiente manera, en las condiciones
resultantes del proceso de optimizacion:

e 3 transducciones independientes con LVs EF1a-EPO (eHSPCs)

e 3 transducciones independientes con LVs EF1a-GFP (gfpHSPCs)

e 3 cultivos independientes de células no expuestas a LVs (nmHSPCs).

4. Luego del paso de transgénesis lentiviral, se procedié al cultivo diferencial
para cada linea celular:

a. Cultivos de nmHSPCs en MePERef con EPOc, denominados
NmMHSPCs-EPOc (+):

e FEtapa 1 (dias 0 a 7): 7,5x10* nmHPSCs/ml fueron cultivadas en MePERef
suplementado con:

hEPO comercial (EPOc) 3 Ul/ml

hiL-3 5 ng/ml (Miltenyi Biotec, Inc.)

hSCF 50 ng/ml (Miltenyi Biotec, Inc.)

hinsulina 10 pg/ml (Sigma)

Glutamina 2 mM (Gibco)

Holo-transferrina humana 330 pg/ml (Sigma)

Heparina 2 Ul/ml (Rivero)

PFC 5% (V/V)

Hidrocortisona 10¢ M (Sigma)

e Etapa 2 (dias 7 a 18): los cutivos fueron diluidos de modo tal de lograr una
densidad celular de 4,5x10° céls./ml y 7,5x10° céls./ml en los dias 7 y 11,
respectivamente, en MePERef con EPOc, sin hidrocortisona, hSCF ni hIL-3.

b. Cultivos de nmHSPCs en MePERef sin EPOc, denominados
NmMHSPCs-EPOc (-):

Adicionalmente, como control, las nmHSPCs fueron cultivadas, respetando el

mismo protocolo de dos etapas, en medio MePERef sin el agregado de EPOc en
ninguna de ellas.
c. Cultivos de eHSPCs en MePERef sin EPOc, denominados eHSPCs-EPOc (-):
El protocolo de cultivo fue un protocolo de dos etapas, idéntico para nmHSPCs

y eHSPCs, solo que a los cultivos de eHSPCs no se adiciond6 EPOc en el medio de
cultivo en ninguno de los pasos.

5. Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en atmésfera de CO2 5%.
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6. Se tomaron muestras de los diferentes cultivos en los dias 0, 7, 11, 15y 18
post-transduccion para andlisis morfoldgico mediante tincién de May-Grinwald-Giemsa
(apartado 4.2), recuento de células en camara de Neubauer (apartado 3.4) y analisis
inmunofenotipico por citometria de flujo (apartado 4.1).

6.6. Anadlisis de la hEPO producida por los progenitores/precursores
modificados obtenidos en 6.5.2

6.6.1. Cuantificacion de la produccion celular de hEPO mediante la
técnica de ELISA sandwich amplificado

Para la cuantificacién de rhEPO presente en los sobrenadantes de cultivo de las
eHSPCs-EPOc (-) se empleo la técnica de ELISA (enzimoinmuno ensayo) sandwich. Se
evalud la concentracién de la hormona en sobrenadante de cultivos recogidos en los
dias 0, 7, 11, 15 y 18 post-transduccién.

El ELISA empleado para determinar la concentracion de EPO en los
sobrenadantes de cultivo se basa en un sistema de deteccion estreptavidina-biotina, de
modo de incrementar la sensibilidad y el limite de deteccion del ensayo. La técnica
implica la captura del antigeno proteico presente en los sobrenadantes mediante un
anticuerpo policlonal desarrollado en el Laboratorio de Cultivos Celulares (FBCB-UNL)
(anti-rhEPO C1 purificado por proteina A), el cual es inmovilizado en placas de
poliestireno. Posteriormente, la hEPO es detectada con el mismo anticuerpo policlonal
biotinilado. El anticuerpo luego es conjugado a estreptavidina-peroxidasa y el revelado
de la reaccién se efectla con el sustrato enzimatico y un cromoégeno. El ensayo fue
desarrollado como se indica a continuacién [160]:

1. Sensibilizacion: Se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96

pozos (Greiner Bio-One) con 100 pl del anticuerpo policlonal de conejo anti-rhEPO C1
purificado por proteina A en una concentracion de 0,509 pg/ml (100 ng por pozo) diluido
en solucion de Na>CO3/NaHCO3 50 mM, pH 9,6 (solucién de sensibilizacién). Se incubd
durante 1 ha 37°Cy 16 h a 4°C.

2. Blogueo: El bloqueo de los sitios de interaccion inespecifica se realizé con
200 pl por pozo de BSA 1% (P/V) en PBS (solucion de bloqueo). Se incub6 durante 1 h
a 37°C.

3. Primera incubacién: Se agregaron 100 pl de diluciones sucesivas 1:2 del

estandar de hEPO desde 10 ng/ml hasta 0,078 ng/ml, o de las muestras a analizar, en
solucion de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20
(USB Corporation, Estados Unidos) 0,05% (V/V) (solucién diluyente). Las muestras se
ensayaron realizando diluciones de manera de poder compararlas con el estandar en el

rango de linealidad de la curva. Se incub6 durante 1 h a 37°C.
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4. Segunda incubacién: Se adicionaron 100 pl de anticuerpo policlonal de conejo

anti-rhEPO biotinilado en una concentracion de 0,2545 pg/ml. Se incub6 durante 1 h a
37°C.

5. Conjugado: Se adicionaron 100 upl por pozo de solucibn AMDEX
(estreptavidina-peroxidasa) (GE Healthcare) en una concentracion de 0,125 pg/ml. Se
incubé a 37°C durante 1 h.

6. Reaccion reveladora: el revelado se realizé mediante reaccién enzimatica

empleando como sustrato H0- 0,015 volumenes diluida en solucién de citrato/fosfato
de sodio 50 mM (pH 5,3), con el agregado de o-fenilendiamina (OPD, Sigma) en una
concentracion de 0,5 mg/ml (solucién de revelado). Se agregaron 100 pul de solucién de
revelado por pozo y, luego de 15 min de incubacion en oscuridad a temperatura
ambiente, la reaccion se detuvo mediante el agregado de 50 pl de H.SO4 2 N. La lectura
del color generado se efectud a una A=492 nm en lector de placas LabSystems Multiskan
MCC/340 (Thermo Scientific).

7. Cuantificacion: Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las

correspondientes concentraciones de hEPO y de las diluciones en escala logaritmica
para el estandar y las muestras, respectivamente. La concentracion de las muestras se
determind utilizando el ensayo de rectas paralelas [161]. El estandar de rhEPO consistié
en un estandar interno del laboratorio (rhEPOM25) contrastado previamente frente al
estandar internacional BRP indicado por la Farmacopea Europea.

8. Control: Se efectu6 un control de muestra utilizando sobrenadante de
nmHPSCs-EPOc (-).

Todas las incubaciones se realizaron en camara humeda. Después de cada
etapa se realizaron seis lavados con solucion de PBS-Tween 20 0,05% (V/V).

6.6.2. Determinacion del patron de isoformas de hEPO mediante
isoelectroenfocado (IEF)

6.6.2.1. Desalado y concentracion de sobrenadantes de cultivo

Para lograr una optima performance de las corridas de isoelectroenfoque las
muestras deben encontrarse en concentracion suficiente y en un entorno de muy bajo
contenido de sales, ya que una fuerza idnica elevada altera el perfil de corrida [162].

Por lo tanto, debe elegirse un sistema de purificacion en un paso que permita la
recuperacion de todas las isoformas presentes originalmente en el medio de cultivo,
libres de sales y en una concentracién adecuada.

Para la purificacion y concentracion de las muestras de sobrenadante de cultivo
se empleé un sistema de centrifugacion. Los filtros Ultrafree-MC con membrana
microporosa (Merck Millipore) son utilizados para concentrar y purificar fluidos biol6gicos
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y soluciones acuosas en volumenes de hasta 0,5 ml. El limite de corte nominal de estos
filtros es de 10 kDa. El protocolo seguido para concentrar muestras de sobrenadante de
células eHSPCs se indica a continuacion:

1. Acondicionamiento previo al uso del filtro: Se realizé un lavado con agua

ultrapura durante 5 min a 4.700 g para eliminar el glicerol presente en trazas en la
membrana. Se descarté el volumen retenido y el permeado.

2. Concentracion_por _ultrafiltracion: Se colocaron 0,5 ml de la muestra de

sobrenadante de cultivo en el filtro y se centrifugd por 20 min a 4.700 g a 4°C. Una vez
finalizado el tiempo de centrifugacion se retird el permeado acuoso concentrado en
sales. El paso de centrifugacion se repitié hasta lograr el volumen final de concentrado
requerido (aproximadamente 100 pl).

3. Desalado: para mejorar la eliminacién de sales, se adicionaron 0,35 ml de
agua ultrapura al reservorio del filtro que contenia la muestra concentrada y se
centrifugd nuevamente durante 20 min a 4.700 g. Este paso se repiti6 una vez mas,
hasta obtener un volumen final de aproximadamente 80 yl de muestra.

4. Al finalizar, el volumen retenido fue cuidadosamente homogeneizado con
micropipeta, evitando que se genere espuma, para resuspender las proteinas que se
hubieran depositado sobre la membrana de filtracion. El retenido se retird y coloco en
tubo Eppendorf, conservandose a -20°C hasta su utilizacién.

6.6.2.2. Isoelectroenfocado (IEF)

El estudio de la composicion de isoformas de hEPO puede realizarse mediante
la técnica de focalizacion isoeléctrica o isoelectroenfocado. Para esto se utiliz6 la cuba
electroforética Multiphor I, el bafo refrigerante Multitemp Il y una fuente de voltaje
EPS3500XL (GE Healthcare).

e Muestras: las muestras empleadas corresponden a un pool de sobrenadantes
de cultivo de eHSPCs, previamente desalados y concentrados (apartado 6.6.2.1) y a un
control de EPOc (Zelltek S.A.).

e Gel: el gel utilizado en el isoelectroenfoque consistid6 en una mezcla de
acrilamida/bisacrilamida en una concentracion del 8% (P/V), urea (Invitrogen) 7 M,
sacarosa (Merck) 7,5% (P/V), 1,5 ml de anfolitos de rangos de pH 3-5 (Fluka,
Estados Unidos), 0,5 ml de anfolitos de rango 5-7 (Sigma), APS (BioRad,
Estados Unidos) 0,1% (P/V), TEMED (Baker) 0,1% (V/V) con el fin de obtener un gel en
el cual se estableciera posteriormente un gradiente de pH comprendido entre 3,5y 5,5
aproximadamente.

e Protocolo:

1. El gel se depositd sobre Gel Bond® Film (Lonza, Suiza) y éste sobre la cuba.
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2. Se ubicaron tanto en la region del &nodo como del catodo, tiras de papel de
electrodo (GE Healthcare), embebidos con la correspondiente solucion de anfolito:

e Solucién de anolito: Acido glutdmico (Merck) 0,018 g/, 4cido
aspartico (Sigma) 0,017 g/I, pH entre 2,8 y 3,8.

e Solucidn de catolito: Glicina (Invitrogen) 2 g/l.

3. Sobre el papel de electrodo se colocaron los electrodos de platino.

4. Una vez preparado el soporte, se procedi6 al pre-enfocado de los anfolitos
durante 30 min a 250 V, 50 mA, 30 W, 8°C, con el objeto de generar el gradiente de pH.

5. Posteriormente, se sembraron las muestras de sobrenadante acondicionado
de cultivo y el control de proteina comercial, en un volumen maximo de 20 ul.

6. Se procedi6 al enfocado de las muestras durante 90 min, a 30 W, 2.000 V,
50 mA, 8°C.

6.6.2.3. Electrotransferencia a membrana de difluoruro de polivinilo
(PVDF)

El sistema de transferencia utilizado fue el denominado sistema seco, en el cual
la membranay los papeles de filtro grado 1F (GE Healthcare) empleados se encuentran
embebidos en  solucion de  electrotransferencia  [Glicina 192  mM,
metanol (Merck) 20% (V/V), Tris 25 mM, pH 8,3] y el proceso se realiza sobre un soporte
seco.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad) empleando
el equipo de GE Healthcare descripto. La transferencia se llevé a cabo durante 60 min
aTA, a2.000Vy 10 W,y usando la relacién 0,8 mA/cm?de superficie de membrana.

6.6.2.4. Western Blot

La proteina adsorbida sobre la membrana de PVDF se revel6é mediante reaccion
inmunoquimica. El protocolo seguido se detalla a continuacion:

1. Se bloquearon los sitios de unién inespecifica de la membrana sumergiéndola
en solucion de bloqueo [TBS (Tris 0,05 M; NaCl 0,015 M, pH 7,5)-leche
descremada 5% (P/V)] ON a 4°C.

2. Se lavd la membrana durante 5 min en solucion de lavado
[Tween 20 0,05% (V/V) en TBS] con agitacion. Esto se repitié 3 veces.

3. Se incubdé con una dilucién 1/1.000 de anticuerpo primario (Anticuerpo
policlonal de conejo anti-hEPQ), durante 1 h a TA con agitacion.

4. Se repitio el paso 2.

5. Se incubd con una solucién de anticuerpo secundario (inmunoglobulinas de
cabra anti-Igs de conejo conjugadas a la enzima HRP, P0448, Dako, Estados Unidos),
en una dilucién 1/2.000 durante 1 h a TA con agitacion.
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6. Se repitié el paso 2.

7. Se incubd durante 1 min con solucion de revelado (kit de quimioluminiscencia,
Pierce Ecc Western Blotting Substrate) y se escurrid el exceso.

8. Se coloco en un soporte de nylon y se expuso la membrana a una pelicula
fotografica (Kodak Biomax XAR Film, Kodak) en cuarto oscuro. Se evaluaron diferentes
tiempos de exposicion para lograr la maxima resolucién con buen contraste entre la
sefnal quimioluminiscente y el fondo.

9. Se revel6 por método convencional utilizando soluciones de revelado (Kodak)

y fijacion (Fijador gréafico LITH, AGFA).
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Purificacion de HSPCs
utilizando como fuente sangre
de cordon umbilical



Resultados

1. PURIFICA(}ION DE HSPCs UTILIZANDO COMO FUENTE SANGRE
DE CORDON UMBILICAL
1.1. GENERACION DE UN BANCO CELULAR DE TRABAJO

CONSTITUIDO POR CELULAS MONONUCLEARES (MNCs)
DERIVADAS DE UNIDADES DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL (SCU)

1.1.1. Recoleccién de sangre de cordén umbilical (SCU)

A lo largo del desarrollo de este trabajo se recibieron muestras de SCU
recolectadas en el Hospital José Maria Cullen, el Sanatorio Mayo y la Clinica de
Ginecologia y Maternidad Central (Santa Fe, Argentina) en bolsas con 35 ml de solucién
anticoagulante CFDA-1. Previo a la separacion de MNCs se determiné el volumen de
sangre recolectado. Se recibi6 y proceso un total de 50 muestras de SCU.

Sin embargo, teniendo en cuenta que se ha demostrado que la frecuencia de
células CD34* en SCU es de entre 0,33 y 1,98% sobre el total de células blancas
nucleadas y en SP es de 0,03 a 0,09% [163], es que consideramos relevante establecer
la manera de recoleccion mas adecuada. Una inadecuada anticoagulacién de la muestra
puede llevar a la formacion de agregados celulares y consecuentemente a una
reduccion en la recupercion de MNCs a partir de la sangre recolectada. Para esto
evaluamos dos posibilidades: recoleccién en tubos coénicos empleando 500 U de
heparina o recoleccién con CFDA-1 (suponiendo un factor de dilucion de la sangre con
anticoagulante en la bolsa de 2).

De este modo, se recolectaron 4 muestras de SP de 20 ml. Cada muestra se
dividio en 2 tubos cénicos (10 ml en cada tubo) en las condiciones antes mencionadas.
Las suspensiones se homogeneizaron por inversion suave y se efectué separacion por
ficoll segun lo descripto en el apartado 3.3.1 de Materiales y Métodos. Al finalizar la
separacion por gradiente de densidad, se efectu6 recuento de las suspensiones
celulares resultantes y se determind la recuperacion celular, segun la Ecuacion 3. Para
determinar si el uso de los diferentes anticoagulantes influye de manera significativa en
la recuperacion celular, se empleé la prueba no paramétrica de Medianas de Mood
sobre el conjunto de datos (ni=4, n»=4; a=0,05). De este modo los parametros
estadisticos de interés para cada grupo se muestran en la Tabla 11 y fueron:

Tabla 11. Parametros estadisticos (mediana, rango intercuartilico y mediana general) y

p-valor obtenido en la prueba de Medianas de Mood (n1=4, n2=4; a=0,05) para comparar la
recuperacion celular obtenida a partir de SP tratada con dos anticoagulantes.

Anticoagulante Mediana Q3-Q4 Mediana general p-valor
CFDA-1 2.812.500 3.375.000 1.743.750 0,157
Heparina 1.500.000 853.125

De este modo, el p-valor obtenido (p>0,05) indica que se debe aceptar la
hipétesis nula de igualdad de medianas, es decir que el anticoagulante empleado no
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afecta significativamente la recuperacion de MNCs. Este resultado también puede
corroborarse al realizar un andlisis por gréafico de cajas (Figura 16), el cual muestra
superposiciéon de las mismas, asi como una mayor dispersion en los valores de

recuperacion obtenidos con el anticoagulante CFDA-1.

:

%

%

%

Recuperacién (MNCs viables/ml de sangre)

:

HEPARNNA CFDA-1

Fig. 16. Recuperacion de MNCs de SP tratada con diferentes anticoagulantes. En
el grafico se muestra la recuperacion celular a partir de SP (MNCs viables/ml de
sangre) en funcidén del anticoagulante empleado (Heparina vs. CFDA-1). La
superposicion de cajas de rango intercuartil es un indicador de que no existen
diferencias significativas entre las medianas de ambos grupos tratamiento. No
se observan valores atipicos.

Puesto que las pruebas preliminares realizadas con SP indicaron que el tipo de
anticoagulante no afecta significativamente la recuperacién de MNCs, se opté por
realizar la recoleccion de SCU en bolsas destinadas especificamente a tal fin. Las
mismas contienen CFDA-1 y presentan mayor comodidad para su manipulaciéon por
parte del personal médico. Asimismo, la recoleccion de volumenes reducidos de SP se
realizd empleando tubos cénicos con heparina.

1.1.2. Obtencion de MNCs a partir de SCU y posterior generacion de un

banco celular de trabajo

Con el objetivo de separar la fraccion de MNCs a partir de la SCU completa se
empled la metodologia de centrifugacion en gradiente de densidad empleando una
solucion de Ficoll (la metodologia se encuentra descripta en el apartado 3.3.1 de la
seccion Materiales y Métodos). Para esto se procesaron 50 muestras de SCU.
Inicialmente se determiné el volumen de cada muestra y, al finalizar el procedimiento,
se evalué la concentracion celular de la suspension resultante mediante recuento en

camara de Neubauer, estimando la proporcién de células no viables por el método de
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exclusién con azul de tripan (apartado 3.4 de Materiales y Métodos). Asimismo, a partir
del numero total de células viables y el volumen inicial de sangre se determiné la
recuperacion de MNCs (MNCs viables/ml de SCU). Para estimar adecuadamente los
pardmetros estadisticos correspondientes se realizaron inicialmente pruebas de
normalidad para todas las variables estudiadas (n=50, a=0,05) empleando la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Frente a la falta de normalidad en cada coleccién de datos, los
estadisticos descriptivos empleados fueron la mediana, el rango intercuartilico y el rango
(Tabla 12). Se muestran ademas los graficos de caja en los cuales se representan la
distribucion de las variables de interés, los estadisticos descriptivos y valores atipicos
(Figura 17). En todos los casos las cajas son asimétricas, lo que indica distribuciones

no-normales de los conjuntos de datos.

Tabla 12. Pardmetros estadisticos para las diferentes variables de interés en el
aislamiento de MNCs (volumen inicial, recuperacion de MNCs y viabilidad).

Normalidad Mediana Q3-Q4 Rango
Volumen inicial de SCU (ml) NO (p<0,01) 50,0 71,2-39,2 10,0-150,0
Recuperacion de MNCs NO (p<0,01) 2,2 3,7-1,4 0,5-43,5
(106 MNCs viables/ml de SCU)
Viabilidad (%) NO (p<0,01) 99,0 99,6-97,5 84,8-100,0

Cabe destacar que generalmente el aislamiento de fracciones puras de MNCs a
partir de SCU presenta dificultad ya que, en la centrifugacion en gradiente de densidad
empleando Ficoll, no necesariamente sedimentan todas las células eritroides en la capa
inferior como se esperaria. Por el contrario, algunas células eritroides quedan retenidas
en la interfase plasma-Ficoll. Estas células son progenitores nucleados que no son
facilmente eliminados y pueden obstaculizar la seleccion subsecuente de la poblacion
de células madre. Adicionalmente, los eritrocitos pueden formar agregados y adherirse
a los linfocitos, causando de este modo una sedimentacién inusual de linfocitos en la
capa inferior [33]. Esta contaminacién notoria de la interfase plasma-Ficoll con
precursores eritroides y/o agregados eritrocitarios ocurrié en 10 de las 50 muestras
procesadas. Asimismo, 4 de los 5 puntos outliers indicados en el grafico de cajas de
Recuperacion celular presentaron esta dificultad a la hora de separar la capa de MNCs,
lo que pone en evidencia el efecto negativo de este comportamiento sobre la
recuperacion de MNCs.
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Fig. 17. Separacion celular a partir de SCU. Los graficos de caja muestran los
parametros correspondientes a todas las muestras de SCU procesadas:
A. Volumen de sangre (ml). Se indica la mediana (50), valores individuales
(circulos vacios) y valores atipicos (asteriscos), B. Recuperacion celular
(108 MNCs viables/ml) luego del enriquecimiento empleando Ficoll. Se muestra
la mediana (2,21) y los valores atipicos y C. Viabilidad celular (%) luego del
paso de centrifugacion en gradiente de densidad. También se muestra el valor
de mediana (99) y los valores atipicos.

A partir de las fracciones de MNCs obtenidas de las 50 muestras de SCU se
gener6 un banco celular de trabajo. Al finalizar el lavado de las MNCs luego de cada
paso de enriquecimiento, las mismas fueron resuspendidas en un volumen adecuado
de soluciéon de criopreservacion (10% DMSO en SFB) de modo tal de almacenar 1 a
1,5 ml de suspension celular con un total de hasta 3x10” MNCs viables por criovial.
Posteriormente los viales fueron sometidos a una reduccién gradual de temperatura
desde TA hasta -196°C, almacenandose en termo de N liquido (tal como se describe
en el aparatado 3.5 de Materiales y Métodos).

1.2. PURIFICACION DE HSPCs CD34*

1.2.1. Seleccion de un protocolo de aislamiento de células CD34*

La reducida frecuencia y las caracteristicas morfolégicas que tienen las HSPCs,
gue no son particulares o especiales, hacen que sea muy compleja su cuantificacion
precisa y su aislamiento. Es por esta razén que se consider6 necesario evaluar diversas
estrategias de separaciéon celular. Para determinar la eficiencia de las mismas se
evaluaron dos aspectos principales de las poblaciones celulares obtenidas:
porcentaje (%) de células CD34* (evaluado por citometria de flujo) y recuperacion
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celular (nimero de células retenidas viables/10° MNCs viables, ambos valores
determinados por recuento en camara de Neubauer). Ademas se tuvo en cuenta el
tiempo empleado por la metodologia para obtener la fraccion celular final, un aspecto
también relevante.

1.2.1.1. Clasificacion celular por tecnologia FACS (Fluorescence-

Activated Cell Sorting o Clasificacion Celular Activada por
Fluorescencia)

Para la seleccion celular por FACS, empleando el equipo FACSAria lll, se partié
de muestras de MNCs de SCU. Se efectuaron dos separaciones celulares utilizando
MNCs de dos muestras de SCU diferentes, las cuales fueron descongeladas y marcadas
con anticuerpos anti hCD34-FITC y anti hCD45-PE-Cy5. Luego de la inmunomarcacion,
las células se resuspendieron en PBS y se analizaron en el equipo de FACS para
establecer los parametros de voltaje y compensacion apropiados. A continuacion se
determinaron las poblaciones de interés, en este caso la poblacién CD34+*CD45*d™ y se
procedié a su separacion de acuerdo a la fluorescencia emitida por las células
marcadas. La recoleccion de las células se efectu6 en 1 ml de IMDM con SFB (10%) o
PFC (5%) con antibi6ticos-antimicoticos.

Para la primera muestra (Prueba 1), el porcentaje inicial de células
CD34+CD45*4m fue de 2,82% Y, luego del procedimiento se sorting se obtuvo un 35%
de células CD34+*CD45* (Figura 18) y una recuperacion de 749 céls. viables/108 MNCs
viables (25.000 céls. viables), mientras que en el caso de la segunda muestra (Prueba 2)
el porcentaje inicial de células CD34*CD45* fue 2,81 y el porcentaje final fue 58,3
(Figura 18). La recuperacion fue de 350 céls viables/10® MNCs viables (15.000 céls.
viables).

Asimismo, se realizaron dos pruebas adicionales de sorting en las cuales la
recuperacion celular fue muy reducida, de modo tal que no fue posible continuar con el
andlisis de pureza y cultivo posteriores a la separacion.

Asi, las recuperaciones celulares obtenidas por esta metodologia son muy bajas
por varias razones: estas células se presentan en una frecuencia muy reducida en las
muestras de partida, lo que dificulta que el equipo seleccione apropiadamente las
poblaciones de interés. Ademas, el proceso de seleccién de una poblacidén muy poco
frecuente, requiere el procesamiento de un niumero muy elevado de células, lo que
implica un tiempo muy prolongado de procesamiento (de 8 a 10 horas), en el cual las
mismas se encuentran sometidas a condiciones que difieren de las 6ptimas para su
mantenimiento (temperatura ambiente, pH desregulado), sufren estrés mecanico y se

encuentran en un ambiente no aséptico, lo que incrementa la posibilidad de que se
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produzcan contaminaciones. Todos estos factores dificultan la posterior aplicacién en

cultivos celulares.

Células separadas

Control MNCs de SCU por FACS
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Fig. 18. Citometria de flujo. Graficos de puntos del andlisis de CD34-FITC vs.
CD45-PE-Cy5 efectuado a las MNCs de SCU (antes de la separacion por
FACS) y a las Células separadas por FACS (CD34+CD45+dm) para cada una
de las dos muestras evaluadas (1 y 2).

1.2.1.2. Seleccion inmunomagnética positiva seguida por FACS

Considerando que en la mayoria de los casos la seleccion inmunomagnética no
permitié obtener poblaciones celulares cuyo porcentaje de células CD34* sea superior
al 80%, se decidi6 evaluar una combinacion de las dos tecnologias disponibles para la
separacion celular basada en marcadores de superficie. Asi, se descongelaron MNCs
de SCU. Con el fin de eliminar agregados celulares resultantes de la destruccién de
células y liberacion de ADN que suele ocurrir en el descongelamiento, se trataron las
MNCs con 24 Ul/ml de Benzonasa en IMDM, incubando en estufa a 37°C durante
15 min, con agitacién manual cada 5 min. Luego de lavar las células, 300 pl de las
suspensiones se marcaron con anti hCD34-Beads, siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacién se determiné el porcentaje de células CD34+*CD45*SSC""
mediante citometria de flujo. Siguiendo este criterio de clasificacién celular mas estricto
que el anteriormente utilizado, se obtuvo que sblo un 5,1% de la poblacion celular total
present6 estas caracteristicas inmunofenotipicas luego de la seleccidon
inmunomagnética  positiva  (Figura 19.A), con una recuperacion de
90.946 céls. viables/106 MNCs viables.
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Fig. 19. Citometria de flujo. Gréaficos de puntos del andlisis efectuado a las células
obtenidas: A. luego de la separacidon inmunomagnética basada en el marcador
CD34; B. luego la separacion celular por FACS de la poblacién indicada como
HSPCs (realizada a continuacion del paso de separaciéon inmunomagnética). Los
dos cuadros de mayor tamafio muestran, dentro de marcadores elipticos, el
ultimo paso del analisis de poblaciones. Los cuadros de menor tamafio muestran,
uno a continuacion del otro, los pasos sucesivos de andlisis que se efectuaron
sobre la poblacion celular total. En los rectangulos inferiores de A. y B. se indican
los porcentajes de HSPCs respecto del total celular.

Asi, se procedié a la separacion por FACS: la fraccion de células retenidas

(2,21x10% céls. viables) se marcd con

los anticuerpos anti hCD34-APC vy

anti hCD45-PE-Cy5. Luego de la inmunomarcacion, las células se resuspendieron en

PBS y se analizaron en el equipo de FACS para establecer los parametros de voltaje y

compensacion apropiados. A continuacion se determinaron las poblaciones de interés,

en este caso la poblacion CD34+*CD45*SSC”" y ésta se separd de acuerdo a la

fluorescencia emitida por las células marcadas. Posteriormente, se analizd la

composicion de la suspension celular obtenida, constituida en un 20,9% por células

CD34*CD45*SSC" (Figura 19.B). Si

bien este porcentaje se incrementd

considerablemente luego del paso de sorting, la pureza continta siendo baja. Asimismo,

la recuperacion celular fue reducida, considerando que luego de ser mantenidas 5 d en

medio de cultivo con factores de crecimiento, s6lo se pudieron detectar unas

46.800 céls. viables.
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Del mismo modo que en el caso de la separacién directa por FACS, la
incorporacién de un paso previo de seleccién inmunomagnética no generé6 mejores

resultados en relacién a la recuperacion y/o la pureza de la fraccion celular de interés.

1.2.1.3. Selecciéon inmunomagnética positiva

Tal como se mencion6 en la seccion 3.3.2.2 de Materiales y Métodos, en el
procedimiento de enriquecimiento de HSPCs, las células marcadas con microperlas
paramagnéticas conjugadas con un anticuerpo monoclonal especifico para el antigeno
CD34 son seleccionadas en una columna ubicada en un campo magnético. Las células
no marcadas pasan a través de la columna (fraccién no retenida o NR) y las células
marcadas retenidas pueden ser eluidas luego de remover la columna del iman (fraccion
retenida o R).

Si bien este sistema permite la separacion de células viables y funcionalmente
activas de manera rapida (en un tiempo de procesamiento menor a 3 h), en general la
calidad de la muestra de MNCs de partida (estado de agregacion, viabilidad y recuento
total), asi como el estado de los reactivos de purificacién y el protocolo de aislamiento,
pueden afectar sustancialmente la recuperacion celular, la viabilidad y la pureza de la
fraccion R. De esta manera, se modificaron diversas variables del protocolo de
purificacién, para seleccionar aquellas condiciones que produjeran mejores resultados
en cuanto a los parametros previamente indicados (recuperacion, viabilidad y pureza).
Los protocolos analizados se detallan en la Tabla 13.

Los resultados obtenidos se resumen en el gréafico de dispersion de la Figura 20.
En el caso del protocolo A (recomendado por el fabricante) se observa que el porcentaje
de células CD34* obtenido fue muy variable (rango: 2,3%-65,6%), mientras que la
recuperacion celular se encontré en un rango de 7.843-14.405 céls. R viables/106 MNCs
viables). Los protocolos B, C y D fueron ensayados por uniplicado. El protocolo B sélo
introduce cambios en el numero de lavados y el volumen de elusion, por lo que no se
observa una gran mejoria en la pureza de la fraccién R (66,3%) ni en la recuperacion
celular (5.876 céls. R viables/10® MNCs viables).
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Tabla 13. Protocolos evaluados para optimizar el proceso de purificacién por seleccion
inmunomagnética positiva de células CD34+ a partir de MNCs de SCU.

PROTOCOLO
A B C D E
Tratamiento con NO NO Incubacién en Incubacion en Incubacion en
Benzonasa IMDM-25 Ul/ml  IMDM-10% SFB- IMDM-10% SFB
durante 20 mina 25 Ul/ml durante durante 30 min a
TA. 20 min a 37°C. 37°C

(concentraciones
de enzima de 25;
12,5 0 6,25 Ul/ml).

Volumenes (ul)  100:100: 100:100: 100:100:300 100:100:300 100:100:300

Fc Blocking 300 300

Reagent:

CD34

Microbeads:

Buffer MACS

Lavados 3 x 6 X 4 x 500 pl 6 x 500 pl 6 x 500 pl

500 pl 500 pl
Elusion 1 ml, 2 ml, 1 mlseparando 1 mlseparando 1 ml separando

realizando realizando deliman+1ml  deliman+1ml deliman+ 1 ml
presiébn  presion realizando presion realizando presién realizando presion

Volimenes (ul) NO NO 25:25:300 NO 100:100:300

Fc Blocking

Reagent: CD34

Microbeads:

Buffer MACS

Lavados NO NO 4 x 500 pl NO 6 x 500 pl

Elusion NO NO 500 ul separando NO 1 ml separando
del iman + 500 pl deliman + 1 ml
realizando presion realizando presion

Por esta razén, en el protocolo C se realizaron cambios mas importantes en el
protocolo: se incluyé un paso de tratamiento a TA con Benzonasa luego del
descongelado de las MNCs, se modificé la técnica de elusion, realizando una primera
elusion sin presion y una segunda elusion ejerciendo presion con el émbolo, de modo
de someter a las células que puedan eluir mas facilmente a un menor estrés mecanico.
Asimismo, se incluyd un segundo paso de purificacion en el cual las células se marcaron
con un volumen de microperlas menor que el empleado en el primer paso, para no
realizar un consumo excesivo de reactivos. Se evalu6 la pureza y recuperacion celular
de ambos pasos de purificacidén: en el primer paso se obtuvo una fraccién de células R
constituida en un 18,1% por células CD34* y una recuperacion de 38.000 céls. R
viables/108 MNCs viables; luego de someter a las células R a un segundo paso de
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inmunomarcacion y purificacion, se obtuvo una suspension con un 27,6% de células
CD34* y una recuperacion celular de 23.444 céls. R viables/10® MNCs viables.

Si bien se puede concluir que un segundo paso de purificacion genera una
mejora en la pureza de la fraccién eluida y, concomitantemente, una reduccion en la
recuperacion celular respecto de la muestra celular de partida, el porcentaje final de
pureza contintia siendo bajo, posiblemente debido al uso de un volumen insuficiente de
microperlas en la segunda purificacion. Adicionalmente, se observa una mejora en la
recuperacion celular respecto de los protocolos Ay B.

En el protocolo D, se efectué un procedimiento de elusién en dos pasos y un
tratamiento con Benzonasa, que en este caso se realizé a 37°C, sin efectuar un segundo
paso de purificacion. Dicha incubacién a 37°C produjo una reduccién mas eficiente de
los agregados macroscopicos. En este caso se obtuvo una fraccion R con un 28,7% de
células CD34* y una recuperacion celular de 32.000 céls. R viables/108 MNCs viables.
Si bien se trata de una unica prueba, este protocolo permiti6 obtener una mayor
recuperacion celular, aunque aun se debe optimizar con el propdésito de incrementar la

pureza de la fraccién eluida.
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20. Recuperacion de células hematopoyéticas. A. Graficos de dispersién de

recuperacion celular por protocolo. Recuperacion celular (céls. R viables/108
MNCs viables) en funcién de Células CD34+ (%) para los diferentes protocolos
de separacién inmunomagnética evaluados. Cada punto representa los
resultados obtenidos para una prueba de purificacion. Cada uno de los
protocolos empleados se grafica con un icono diferente: Protocolo A (@),
Protocolo B (m), Protocolo C (#), Protocolo D (A) y Protocolo E (»).
B. Citometrias de flujo. Ejemplos de graficos de puntos (SSC-H vs.
CD34-APC/CD34PE) obtenidos a partir de las fracciones R obtenidas con los
diferentes protocolos analizados. Estos graficos permiten el andlisis de la pureza
de las suspensiones celulares; asi, en cada dot plot se indica la poblacién CD34+
y la frecuencia correspondiente.
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En el protocolo E se incluyeron las siguientes modificaciones: el tratamiento con
benzonasa durante 30 min a 37°C, la incorporacion de un segundo paso de purificacion,
en este caso realizando la inmunomarcacién con los volimenes de microperlas y
bloqueante indicados por el fabricante. Ambos procedimientos de purificacién incluyeron
una elusion en dos pasos, realizando presion con el émbolo sélo en el segundo de ellos.
Para este protocolo se realizaron tres pruebas empleandose diferentes concentraciones
de Benzonasa luego del descongelado. Se determinaron la pureza y la recuperaciéon
luego de la primera y segunda purificacién. Luego del primer paso se obtuvieron purezas
de entre 37,3% y 58,1% y recuperaciones de entre 5400 y 6.144 céls. R
viables/10® MNCs viables. Al finalizar el segundo paso de aislamiento se obtuvieron
fracciones celulares con purezas de entre 87% y 96,4% y recuperaciones de entre 1.405
y 1.980 céls. R viables/108 MNCs viables. Como se observa, el incremento de la pureza
de las fracciones celulares obtenidas luego de la separacién inmunomagnética ocurre
en detrimento de la recuperacion celular. Sin embargo, es importante mencionar que
empleando el protocolo E los parametros analizados presentaron variabilidad reducida,
a pesar de tratarse de muestras diferentes y de que el tratamiento con benzonasa se
efectué en cada una de las pruebas con una concentracion diferente de enzima (24;
12,5 y 6,25 Ul/ml), lo que indicaria que los resultados obtenidos no dependen de la
concentracion de benzonasa utilizada para la reduccion de la agregacion celular,
pudiéndose emplear en futuras aplicaciones la menor concentracién analizada. Asi, el
protocolo E es el més apropiado debido a la pureza elevada y la viabilidad apropiada de
las fracciones celulares recuperadas.
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2. DESARROLLO DE CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DE CELULAS ERITROIDES A PARTIR DE HSPCs

2.1. CULTIVO DE HSPCs EN MEDIO DE PRODUCCION ERITROIDE DE
REFERENCIA (MePERef)

Inicialmente, consideramos apropiado conocer el comportamiento de las HSPCs,
es decir, la factibilidad y capacidad de expansién y diferenciacion eritroide, en un medio
de produccién adaptado en nuestro laboratorio. EI mismo se preparé a partir de la
composicion del medio descripta en el estudio que constituy6 la prueba de principio para
la transfusién de GRs generados in vitro [50]. Sin embargo, suelen ocurrir variaciones
de un laboratorio a otro en cuanto a las condiciones de cultivo y manipulacion. Asimismo,
la variabilidad intrinseca del material celular de partida y de los reactivos (de diferentes
proveedores y que, probablemente, presentan variaciones en su pureza y
contaminantes), pueden repercutir en la manera en que procede un cultivo primario.

De este modo, se procedié6 como se indicd en el apartado 5.1 de la seccién
Materiales y Métodos.

2.1.1. Obtencion de HSPCs. Analisis de pureza y recuperacion celular

Inicialmente se prepard una suspension de MNCs de dos muestras de SCU
mediante el descongelado de crioviales a partir del banco celular de trabajo. Una vez
que se obtuvo una suspensién libre de DMSO, se realiz6 recuento y determinacion de
la viabilidad celular en cdmara de Neubauer. Se obtuvieron dos suspensiones celulares:
M1, con 6,3x107 céls. viables y 89% de viabilidad, y M2, con 3,15x107 céls. viables y
87,5% de viabilidad. De este modo, se recuperaron 9,45x10” MNCs viables totales.

Puesto que la suspensién presenté agregacién celular debida al proceso de
descongelado, la misma se traté con benzonasa y luego se procedié al aislamiento de
células CD34* por separacién inmunomagnética de acuerdo con el protocolo indicado
en el apartado 3.3.2.2. En este caso, debido al elevado numero de MNCs totales a
sembrar en las columnas MS, cada una de las muestras por separado se incubé con
100 ul de cada reactivo de marcacion y se separé en una columna (es decir, se
emplearon dos columnas para realizar la purificacion de HSPCs). Al finalizar, se
mezclaron las fracciones Ry, por otro lado, las fracciones NR obtenidas a partir de las
dos columnas. Se analizé la recuperacion celular por recuento en camara de Neubauer
y se determino el porcentaje de céls. CD34* en la fraccion R, obteniéndose 2,626x108
céls. viables totales (esto es, 27.790 céls. viables/10% MNCs), con una pureza de 85%
céls. CD34+* (Figura 21). Asi, puesto que la pureza de la fraccion R fue elevada (>80%
CD34%) no fue necesario efectuar un segundo paso de purificacién, ya que, si bien el
mismo podria mejorar levemente la pureza de la suspensién, esto seria en detrimento

de la recuperacion celular total.
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Fig. 21. Citometria de flujo. Histograma (Numero de eventos vs. Intensidad de
fluorescencia de eventos marcados con anti hCD34-PE) obtenido mediante
andlisis de la fracciébn R. El histograma verde representa el anticuerpo
monoclonal (mAb) relevante y el gris representa el control. Las estadisticas
mostradas corresponden a la muestra de interés marcada con el mAb relevante.
La pureza de la fraccion luego de un paso de separacién inmunomagnética
resulté de 85%, por lo cual fue empleada como fuente celular para los cultivos
en MePERef.

2.1.2. Desarrollo y caracterizacion de los cultivos en MePERef

Una vez purificadas, las células se cultivaron ON en condiciones basales (sin el
agregado de factores de crecimiento). Luego, se inici6 el cultivo en las condiciones
correspondientes (MePERef 0-7), efectuandose 4 cultivos independientes con una
densidad celular inicial de 30.000 céls. CD34*/ml en placas de 6 pozos (3 ml de volumen
de trabajo). Los cultivos en medio MePERef se llevaron adelante en 3 etapas y en cada
una de ellas el medio MePERef se suplementé de manera diferencial de acuerdo a las
necesidades de expansion, compromiso y diferenciacién para lograr la produccion de
células eritroides, tal como se detalla en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. La
Figura 22 muestra un gréafico que resume el procedimiento de cultivo y los andlisis
efectuados en cada etapa.
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Fig. 22. Representacion esquematica de la estrategia de trabajo. Esquema gréfico
del proceso de cultivo de HSPCs en MePERef en el cual se indican los andlisis
realizados en cada etapa.

2.1.2.1. Estudio de la expansion celular

Con el objetivo de normalizar los resultados, la generacion de eritroblastos en
cultivo es expresada como incremento de veces, es decir, la relacion entre el niUmero
de células observadas en un dia determinado y el nimero empleado para iniciar el
cultivo [55].

100 4
B T~
g / ]
(0]
= ®
@
5 104
b ]
IS
c
N
‘o
c
®©
Q
i

141 @

T T T T T T T T T T T T T T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo (d)

Fig. 23. Amplificacion celular media. Expansion celular en MePERef, expresada como
incremento en veces del nimero celular, en funcién del tiempo de cultivo (d). Los
valores indicados son la media + D.E. en escala logaritmica (n=4).

En este caso, la expansion celular acumulada (desde el dia de inicio de los
cultivos) crecid exponencialmente, sin que se observe una marcada fase de adaptacion
de las células al medio en el rango de tiempo inicial evaluado, y alcanzé un maximo de

amplificaciéon media de 57,6 veces (rango: 53,5-61,8) el dia 11. A partir de este
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momento, el crecimiento se detuvo: el dia 18 la amplificacibon media acumulada
disminuyd levemente y fue de 55,5 veces (rango: 52,4-59,2), si bien la viabilidad se
mantuvo constante y con un valor medio de 97,0%. Hacia el dia 25, la viabilidad
comenz6 a reducirse (media: 92,8%), del mismo modo que la expansién celular
acumulada, la cual tuvo un valor medio de 28,8. Estos resultados se indican en la
Figura 23.

2.1.2.2. Estudio del potencial clonogénico

Como se mencion6 previamente, el estudio del potencial clonogénico de las
células presentes a lo largo de los cultivos realizados en MePERef se evalué en medio
MACS HSC-CFU completo con EPO (Miltenyi Biotec, Inc.). La determinacion del tipo y
nuamero de precursores presentes en el cultivo en un determinado momento permite
inferir qué tipo de células maduras se generaran una vez que dichos precursores se
diferencien. Asimismo, la presencia de precursores mas inmaduros (es decir, de
aquellos que se encuentran al inicio de las jerarquias celulares) puede relacionarse con
una mayor capacidad proliferativa de las poblaciones. La Figura 24 indica los resultados
obtenidos en estos cultivos y la Figura 25 muestra imagenes representativas de las
colonias obtenidas.
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Fig. 24. Ensayos de formacion de colonias. Analisis de CFUs presentes en cultivos en
MePERef. Las barras muestran las frecuencias de los diferentes tipos de
precursores presentes a lo largo de los cultivos (porcentajes promedio; para los
dias 0 y 4, n=1; para los dias 7, 11 y 18, n=3). Los circulos negros indican el
numero total de colonias presentes en las placas de cultivo HSC-CFU, con sus
respectivas D.E. (para los dias 0 y 4, n=1; para los dias 7, 11 y 18, n=3).
Col. indefinida indica grupos de células, en general unas pocas, que no
presentan la morfologia tipica de ninguna CFU y que por lo tanto no han podido
ser clasificadas.
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Dia0 Dia4  Dia7 Dia11 Dia 18

Fig. 25. Microscopias Opticas. Micrografias representativas de colonias obtenidas a
partir de células cultivadas en MePERef en diferentes dias de cultivo. Se
observan colonias de diferente tipo (BFU-E, CFU-E, CFU-GM, CFU-M y Colonias
indefinidas). Las barras de escala indican 100 ym (magnificacion 100X).

A partir de ambas figuras es posible observar que el potencial clonogénico total
de la suspension disminuye a medida que transcurre el cultivo, ya que se denota una
disminucién del numero total de colonias, que presenta un maximo en el dia 0 de cultivo
de 245, disminuye mas abruptamente entre los dias 4 y 7 de cultivo y llega a un minimo
de 6 colonias (rango de 3-11) el dia 18 (habiéndose sembrado 550 céls. totales/cultivo).
El potencial de formacién de colonias observado en el dia 0 (520 CFUs totales por 1000
células CD34+*) fue superior al esperado de 84,5/ 1000 céls. CD34+ [33]. Ademas de la
reduccion de la capacidad clonogénica de las células en cultivo, se evidencia un
incremento en el numero de colonias de muy reducido tamafno y baja densidad, cuya
clasificacion no fue posible.

El porcentaje de BFU-E disminuye progresivamente hasta el dia 18, en que se
hace nulo. Esto demuestra un elevado potencial eritroide al principio de los cultivos, en
el que predominan los precursores mas primitivos (35,5%), frente a los CFU-E (12,2%).
Esto indica que los precursores presentes tienen una elevada capacidad proliferativa,
de respuesta a EPO y de compromiso hacia el linaje eritroide, lo que también se
demuestra por el gran tamafo y densidad celular que muestran las colonias eritroides.

Luego de 4 dias de cultivo, el porcentaje de BFU-E disminuyd y se incrementé el
de CFU-E, lo que evidencia una maduracion de los precursores eritroides hacia el
siguiente estadio de diferenciacién. La frecuencia maxima de CFU-E se obtuvo en los
dias 4 y 7 de cultivo, siendo éstos de 37,1 y 35,3%.

En cuanto a los progenitores mas primitivos, los CFU-GEMM, se observa que su
frecuencia es baja incluso en el inicio de los cultivos (porcentajes de 1,9y 1,2% en los
dias 4 y 7). Esta baja frecuencia habria dificultado su deteccién en el dia 0, sin embargo
en los dias 11 y 18 la ausencia de los mismos esta mas probablemente vinculada a la
diferenciacién de los precursores inducida por los factores de crecimiento presentes en
el medio de cultivo.
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Por otro lado, el incremento en el porcentaje de CFU-M a lo largo del cultivo,
desde 36,3% en el dia 0 hasta 65% en el dia 18, no resultaria favorable para alcanzar
los objetivos buscados.

2.1.2.3. Caracterizacion inmunofenotipica y morfoldgica

La caracterizacién inmunofenotipica, realizada mediante citometria de flujo,
conjuntamente con un andlisis morfoldégico, efectuado por tincibn de
May-Grinwald-Giemsa, permite conocer el tipo de células (poblaciones celulares)
presentes en los cultivos en sus diferentes etapas y, de este modo, definir mas
adecuadamente qué condiciones deben ser mejoradas para obtener los productos
celulares de interés.

De esta manera, mediante analisis multiparamétrico realizado en los dias 0, 7,
11, 18 y 25 de cultivo en MePERef, se evaluaron los marcadores de superficie celular
CD34 (células madre/progenitoras hematopoyéticas), CD45 (marcador leucocitario),
CD71 (receptor de transferrina, que controla el suministro de hierro en diferentes tipos
de células y es altamente expresado por células eritroides) y CD235a (Glicoforina A,
expresado por precursores eritroides y eritrocitos). Los perfiles de expresion obtenidos
se muestran en las Figuras 26 y 27.

La caracterizacién indica que el porcentaje de células que expresan el marcador
CD34 disminuye rapidamente durante la primera semana de cultivo en MePERef 0-7,
alcanzando el minimo el dia 11 de cultivo (Figura 26.A). Esto se relaciona
probablemente con la presencia en el medio, desde el inicio, de factores que inducen
diferenciacién celular, como hEPO.

Adicionalmente, el porcentaje de células CD45* también presenta un maximo
(92,2%) en el dia 0 de cultivo y se reduce progresivamente hacia el dia 25, hasta un
valor minimo de 42 + 2 % (Figura 26.A). Esto también se constata en la Figura 27
(graficos de puntos de CD45 vs. CD34), donde se evidencia un corrimiento de la
poblacién hacia el eje y, debido a una disminucion en la expresiéon de CD34. Pero
también se observa que disminuye la proporcién de la poblacién CD45* a la vez que se
incrementa la CD45". Estos cambios se correlacionarian con la maduracion de las
células progenitoras a eritroblastos tempranos, por ejemplo.

En la Figura 27 también es posible observar que un elevado porcentaje de los
leucocitos y de las células CD34* (en el dia 0) co-expresan el marcador CD71. Debido
a que este ultimo desempefa una funcién critica en la proliferacion celular ya que
controla el suministro de hierro, que es esencial para muchas rutas metabdlicas, es
mayormente expresado por células del linaje eritroide (el receptor CD71 se encarga de
la union y la endocitosis de transferrina). Sin embargo, también es expresado por los
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linfocitos T y B activados, los macréfagos y otras células en proliferacion [164]. Asi, es
probable que esta sea la razén por la que existe una co-expresion de CD71 en células
CD34+y CD45*, cuya expansion se encuentra inducida por los factores de crecimiento

presentes en el medio.
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Fig. 26. Caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo. Los paneles
muestran los porcentajes de las poblaciones celulares de interés presentes a lo
largo del cultivo en MePERef. Los resultados se expresan como porcentajes
medios + D.E. (n=4). A. Células CD34+* y células CD45*; B. células CD71+ y
células CD235a+; C. células CD71+CD235a* y células CD71-CD235a*.

Esto se vincula con el incremento en la proporcién de células que expresan el
marcador CD71, que se produce desde el dia 0 (54,7%) al dia 7 (85 + 1 %) (Figura 26.B).
Asimismo, el cambio del MePERef 0-7 a MePERef 7-11 (el cual no contiene
hidrocortisona ni hlL-3, que estimulan el crecimiento celular e inhiben la diferenciacion),
se correlacionaria con la reduccion progresiva observada de la expresion de la proteina
CD71. Dicho cambio de composicién del medio induciria una diferenciacion celular
paulatina. La proporcién de células CD71* se reduce mas rapidamente desde el dia 11,
en que se reemplaza el medio por MePERef 11-34, hasta hacerse minimo en el dia 25
(30 £ 1 %). Mediante este cambio de medio de cultivo se remueve el hSCF que también
puede inhibir la diferenciacion eritroide. De esta manera, la maduracién eritroide

progresiva de las células en cultivo también se evidencia por la adquisiciéon gradual del
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marcador CD235a, desde un valor inicial minimo de 5,8% hasta un maximo de 52 + 2 %
en el dia 25 (Figuras 26.B y 27).
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Fig. 27. Caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo. Progresion de la
co-expresion de CD45-CD34, CD45-CD71, CD34-CD71 y CD71-CD235a de las
células cultivadas en MePERef. Se muestran los graficos de puntos de un cultivo
representativo.

En la Figura 26.C se denota que la poblacién en cultivo progresa desde un
fenotipo no-eritroide o eritoide temprano (en el dia 0 s6lo se observa un 4,6% de células
CD71+*CD235a*y un 1,2% de células CD71-CD235a*) hasta adquirir progresivamente el
inmunofenotipo caracteristico de eritroblastos intermedios CD71*CD235a*. La maxima
proporcion de células con este fenotipo se detectd en el dia 18 y luego comenzé a
disminuir, lo cual podria atribuirse a la maduracién de los eritroblastos.

Asimismo, a partir de la Figura 26.C es posible notar que la poblacién purificada
a partir de la cual se iniciaron los cultivos, presenté un porcentaje minimo de
contaminacién con glébulos rojos maduros (1,2%). Por otro lado, con el cambio de
medio a MePERef 11-34 en el dia 11 de cultivo, se comienza a producir un incremento
en el porcentaje de células eritroides maduras (GRs), caracterizados por el fenotipo
CD71-CD235a*: desde el dia 0 a 11 la proporcion de los mismos se mantuvo
aproximadamente constante alrededor de 1,2% y, desde este momento, comenzé a
incrementarse hasta maximizarse en el dia 25 (24,0 £ 0,8 %).
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Si bien mediante esta caracterizacion se comprobo la proliferacion y produccion
eritroide, el porcentaje final de células maduras resulté bajo. En el momento de
evaluacion final también se detecté un porcentaje elevado de células con fenotipo
leucocitario (CD45%).

Los resultados obtenidos fueron confirmados mediante andlisis morfologico (por
tincion de May-Grunwald-Giemsa) de las células presentes en cultivo en MePERef los
dias 0 y 28. Como se puede evidenciar en la Figura 28.A, en el inicio de los cultivos, las
células presentaron una morfologia caracteristica de MNCs agranulares basofilicas, de
un tamano relativamente homogéneo y nucleos grandes, mientras que en el dia 28 la
morfologia celular es mas heterogénea. Se evidencian reticulocitos y glébulos rojos,
poco frecuentes, asi como algunos eritroblastos ortocromaticos (pequenos y con
nucleos excéntricos). También se observa una elevada proporcion de leucocitos
basofilicos, entre ellos precursores megacariociticos y macroéfagos. Por otro lado, en la
Figura 28.B se muestra la evidencia macroscépica de la diferenciacion eritroide lograda,
en pellets de cultivos (dia 11).
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Fig. 28. Diferenciacion celular. A. Microscopias Opticas. Analisis morfolégico de las
células presentes en los cultivos en MePERef. Se muestran tinciones de
May-Griinwald-Giemsa de cultivos representativos (dias 0, arriba, y 28, abajo).
Las barras de escala indican 50 ym (magnificaciéon 1000X). B. Fotografia de
pellet celular. Obtenida a partir de un cultivo representativo (D. 11).

2.1.2.4. Cuantificacion de hemoglobina e indices de globulos rojos

Para la cuantificacion de HGB y demas parametros de glébulos rojos mediante
el método automatico (contador hematoldgico) se partié6 de una suspension celular de
182.000 céls. viables/ml. La misma se concentré mediante centrifugacién alrededor de
540 veces. A pesar del paso de concentracion, el andlisis revel6 que la mayoria de los
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parametros se encontraban en los limites del rango de cuantificaciéon del equipo, por lo
que los resultados aqui indicados constituyen una aproximacién. Asi, se determin6

mediante esta técnica que la suspensidn (dia 34) contenia de manera aproximada:

- GRs/ml: 55.560 (concentracién en la suspension inicial)
- HGB: 0g/dl

- Hematocrito: 0,2%

Los parametros de VCM, HCM y CHCM tampoco pudieron ser definidos por el
equipo. Por esta razén se intent6 cuantificar el contenido de HGB en la suspension
mediante el método manual de cianometahemoglobina modificado, empleando la
suspension concentrada, pero en este caso tampoco fue posible ya que la absorbancia
a 540 nm obtenida para la muestra pura, luego del agregado del reactivo cromégeno,

fue inferior al limite inferior del rango lineal de cuantificacién.

2.2. DESARROLLO DE UN NUEVO MEDIO DE PRODUCCION
ERITROIDE

Como se demostr6 previamente, la produccion y diferenciacion eritroide
alcanzadas en nuestro laboratorio empleando el MePERef adaptado a partir del medio
de cultivo publicado por Giarratana y col. (2011) [50] no fueron altamente satisfactorias,
sino considerablemente menores que las reportadas en este trabajo. La expansion
celular maxima acumulada reportada fue de 62.000 + 8.000 veces para las células
CD34+, mientras que en nuestro caso se obtuvo una expansion de 58 *+ 4 veces para
las células totales; ademas, el porcentaje de reticulocitos determinado por citometria
con naranja de tiazol fue de 87 + 4% en el trabajo de Giarratana y col. y, en nuestro
caso, el porcentaje maximo alcanzado de células maduras CD71-CD235a* fue de
24,0% * 0,8%. De esta manera, se considero relevante explorar nuevas combinaciones
de factores de crecimiento empleados en los cultivos, con vistas a mejorar estos
parametros de interés para la produccidén de células eritroides. Dichas combinaciones
fueron evaluadas de acuerdo a una estrategia de Disefno de Experimentos (DoE), que
implican la aplicacion secuencial de etapas de seleccién de factores, optimizacion de
los niveles de los mismos y confirmacion del modelo obtenido. De esta manera se
pretende lograr una apropiada expansién y una diferenciacion selectiva hacia el linaje
eritroide de las HSPCs durante la primera semana de cultivo.

2.2.1. Seleccion de factores (suplementos de cultivo) significativos para
la expansion de HSPCs

Se encuentra descripto que in vivo varios factores de crecimiento ejercen efectos
en combinacion con otras moléculas; tal es el caso, por ejemplo, de la insulina 'y el SCF.
Sin embargo, y considerando que uno de los objetivos de este trabajo es optimizar un
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medio de cultivo para el crecimiento y posterior diferenciacién eritroide de HSPCs, no
es de nuestro conocimiento en qué medida la interaccién entre suplementos de cultivo
puede resultar estadisticamente significativa para las respuestas buscadas.

Por lo tanto, es de interés conocer qué factores son significativos y, al mismo
tiempo, verificar si algunas interacciones serian significativas o no, validando asi el
calculo de los efectos principales.

El diseno factorial elegido en el presente trabajo para seleccionar los factores
que tienen mayor influencia sobre la expansién de las HSPCs (durante la primera
semana de cultivo) fue el disefio de Plackett-Burman (PB). Se trata de un disefo
ortogonal a dos niveles extremadamente econémico desde el punto de vista del numero
de corridas experimentales. Un disefio de PB de 12 experimentos, por ejemplo, permite
estudiar hasta 11 factores. En comparacion, un disefo factorial completo a dos niveles
requiere de 32 corridas para 5 factores, 64 para 6 factores, etc. [165].

Sin embargo, este diseno sélo puede estimar los factores principales, ya que los
términos que tienen en cuenta asociaciones entre ellos se encuentran confundidos con
los efectos principales o con otras asociaciones. Por esta razén, la validez de los disefios
de PB para estimar los efectos de los factores principales depende de la suposicion de
que los efectos de las interacciones son despreciables. Pero los limites de esta
suposiciéon no han sido precisamente establecidos y existe dificultad para conocer las
interacciones de antemano [165].

Asi, se decidié emplear un disefio de PB para 11 factores con 3 puntos centrales.
De este modo, las corridas experimentales se limitaron a 15 evaluandose un elevado
nuamero de factores, lo que redunda en un analisis econémico y eficiente, dos aspectos
gue son muy importantes en este tipo de cultivos por el elevado costo de los insumos.
Complementariamente al uso de PB, para analizar la potencial existencia de efectos
significativos de las interacciones entre factores se empled un Algoritmo Genético (AG).
Los AG son técnicas de optimizacidn numérica que imitan los procesos de seleccidn
natural. Emplean aproximaciones de cuerdas binarias (cromosomas), que contienen
genes que codifican las variables experimentales [165]. Los resultados obtenidos en
este proceso de screening se detallan en los siguientes apartados.

2.2.1.1. Obtencion de HSPCs. Analisis de pureza y recuperacion celular

Inicialmente se prepard una suspension de MNCs a partir de una muestra de
SCU mediante separacion en gradiente de densidad con Ficoll (apartado 3.3.1. de la
seccidn Materiales y Métodos). A continuacion, se realizé recuento y determinaciéon de
la viabilidad celular en camara de Neubauer. Se obtuvo una suspension celular con
1x108 céls. viables y 100% de viabilidad.
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Puesto que se trataba de una muestra de MNCs utilizada inmediatamente luego
de la extraccion de SCU y su enriquecimiento, la suspension no presenté agregacion
celular ya que no fue sometida a los procesos de congelaciéon y descongelacién. Por lo
tanto, no fue necesario su tratamiento con Benzonasa.

Posteriormente, se procedi6 al aislamiento de células CD34* por Sl de acuerdo
con el protocolo indicado en el apartado 3.3.2.2. En este caso, debido a que el niUmero
de MNCs totales a sembrar seria de 108 o superior, la suspension se incubo con 200 pl
de cada reactivo de marcacion (en 600 pl de buffer MACS) y se separ6 en una columna.
Al finalizar, se analiz6 la recuperacién celular y se determin6 el porcentaje de
céls. CD34* en la fraccion R, obteniéndose 540.000 céls. viables totales (esto es,
5.400 céls. viables/106 MNCs), con una pureza de 57,1% céls. CD34* (Figura 29.A).
Asi, puesto que la pureza de la fraccion R fue menor a 80%, las células R fueron
sometidas a otro paso de SI, realizado en idénticas condiciones que el primer paso. En
este caso se obtuvieron 170.000 céls. viables totales (es decir, 1.700 céls.
viables/108 MNCs), con una pureza de 86,5% céls. CD34+* (Figura 29.B), lo cual se
consider6é adecuado para iniciar el experimento. Puede evidenciarse que el importante
incremento logrado en la pureza de la fraccion R fue acompanado de una reduccion
sustancial en la recuperacion celular.
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Fig. 29. Citometrias de flujo. Histogramas (NUumero de eventos vs. Intensidad de
fluorescencia de eventos marcados con anti hCD34-PE) obtenidos mediante
andlisis de las fracciones R de: A. el primer paso de purificacion y B. el segundo
paso de Sl. Se muestran los histogramas correspondientes a los controles y a
las fracciones R marcadas. La pureza de la fraccion luego de un segundo paso
de separacién inmunomagnética se incrementd desde 57,1% a 86,5%, por lo
cual fue empleada como fuente celular para las diferentes corridas del paso de
screening de factores.

2.2.1.2. Experimentos factoriales

Una vez purificada la fraccion CD34* se iniciaron los cultivos con
suplementacién variable de acuerdo a la composicién indicada para cada corrida
experimental. Los factores y niveles de factores analizados en cada una de ellas se
detallan en la Tabla 8 de Materiales y Métodos. En cada caso, el cultivo se efectu6 en

placa de 48 pozos, en un volumen de 500 pul, y con una concentracién celular inicial de
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17.400 céls. CD34* viables/ml. Luego de los 7 dias de cultivo en condiciones estandar,
sin cambios de medio, dilucién ni suplementacion, se analizé el porcentaje de células
CD34* y la tasa de expansion de las mismas. Los resultados obtenidos se resumen en
la siguiente tabla (Tabla 14); ademas se muestran en la Figura 30 citometrias
representativas de las respuestas obtenidas por citometria de flujo.

Tabla 14. Valores obtenidos para las dos respuestas analizadas en el dia 7 de cultivo
(etapa de seleccién de factores influyentes en la expansion de HSPCs): Porcentaje de células
CD34+ y Expansién de células viables CD34+ (veces) segun el orden de corrida.

Corridas  Células CD34* (%) Expansion de células viables CD34* (veces)

1 59,2 0,5
2 37,3 2,1
3 47,6 1,8
4 42,8 1,8
5 40,9 0,9
6 30,2 1,0
7 40,1 2,1
8 40,2 1,6
9 36,2 1,8
10 33,6 1,6
11 47,8 2,0
12 32,8 2,2
13 54,1 0,3
14 21,7 1,2
15 32,2 1,3
D.0 D.7

Control - Corrida 1 Corrida 7 ) Corrida 15

SSC-H

CD34-PE

Fig. 30. Citometrias de flujo. Graficos de puntos representativos (SSC-H vs.
hCD34-PE) obtenidos a partir de diferentes corridas. Se contrasta la poblacion
celular inicial (D. 0) con las poblaciones presentes en el D. 7. En cada dot plot
se indica la poblacion CD34+ y la frecuencia correspondiente.

No fue posible analizar las células del pozo control con IMDM basal sin

suplementacién ya que no se encontraron células viables.

2.2.1.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron en el programa Stat-Ease Design Expert
7.0.0 Software, con la premisa de encontrar aquellos factores que influyan positivamente
de manera significativa sobre las dos respuestas analizadas. Para ello, en primer lugar
se cargaron las respuestas obtenidas experimentalmente y se analizaron los graficos
Semi-Normal y los Gréficos de Pareto que se generaron a partir de ellas. El grafico
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Semi-Normal es una herramienta de seleccién del modelo primario para disefios
factoriales, en el cual se muestra una “linea de error” roja, que representa el 50% mas
pequefo de los efectos, por lo que constituye una guia visual para seleccionar los
efectos que presentan una significancia mas evidente.

Luego de esta herramienta, se usé el grafico de Pareto, que también es una
herramienta grafica que facilita la seleccidbn de factores que no se presentan tan
evidentemente en el grafico Semi-Normal. El grafico de Pareto muestra dos limites
diferentes: el mayor se basa en el valor-t de Bonferroni, mientras que el limite inferior se
basa en el valor-t estandar (estos limites son recalculados en la medida que los términos
son seleccionados para el modelo). Asi se empled el gréfico de Pareto para seleccionar
algunos efectos adicionales a los elegidos en el grafico Semi-Normal y comprobar si
deben ser incorporados dentro del error del modelo o si son efectos verdaderos
mediante un posterior andlisis de ANOVA. En general, los efectos seleccionados que se
encuentran por encima del Limite de Bonferroni son importantes y deben ser incluidos
en el modelo, los que se encuentran por encima del Limite del valor-t son posiblemente
importantes y deben ser agregados al modelo si esto tiene sentido para el
experimentador. Ademas, los efectos que se encuentren por debajo del Limite del valor-t
podrian ser forzados a ingresar en el modelo por el analista para mantener la jerarquia
de términos. Las respuestas se analizaron por separado.

De la misma manera, para analizar la existencia de interacciones entre factores
con efectos significativos en las respuestas se empleé el programa MatLab, para la
ejecucion del Algoritmo Genético (AG).

2.2.1.3.1. Respuesta 1: Porcentaje de células CD34*

En primer lugar, para R1 (Porcentaje de células CD34*) se seleccionaron los
factores PFC y GM-CSF en el grafico Semi-Normal (Figura 31.A) y, en el grafico de
Pareto, se agregaron los factores Hidrocortisona, hlL-3 y B-mercaptoetanol, los cuales
podrian llegar a ser significativos en el modelo (Figura 31.B). Cabe aclarar que el
software indica cudles son los factores que tienen efectos positivos y negativos en la
respuesta mediante un codigo de colores: aquellos efectos positivos se muestran en
color naranja, mientras que los negativos se indican en color azul en los dos graficos

analizados.
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Fig. 31. Seleccion de factores significativos sobre la respuesta Células CD34+.
A. Grafico semi-Normal y B. Grafico de Pareto para la evaluacién de los efectos
de los 11 factores analizados sobre la respuesta Porcentaje de células CD34*.
Se encuentran nombrados y marcados con su interior en blanco los factores que
se incluyeron en el modelo. Aquéllos que se muestran en color azul
corresponden a efectos negativos, mientras que los que se indican en color
naranja tienen efectos positivos sobre la respuesta. En el grafico de Pareto el
limite superior de Bonferroni se encuentra indicado con una linea roja y el inferior
de valor-t se muestra mediante una linea negra. PFC indica Plasma Fresco
Congelado; GM-CSF indica Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y
Macréfagos; Hidroc. indica hidrocortisona, hiL-3 indica interleuquina-3 humanay
2-ME indica B-mercaptoetanol.

A partir de esto, se procedi6 a estudiar el Andlisis de Varianza (ANOVA) para el
modelo factorial seleccionado. Para los términos de interés, se obtuvieron los p-valores
que se muestran en la Tabla 15. Como se evidencia aqui, el modelo elegido resultd
significativo (p-valor= 0,0008), al igual que la curvatura (es decir, la posibilidad de
existencia de efectos de segundo orden) (p=0,0101), mientras que la falta de ajuste
resultd no significativa (p=0,4092). Por otro lado, el R2;, es decir, el porcentaje de
variacion en la respuesta que es explicada por el modelo, fue de 0,84. Todo esto indica
que el modelo es capaz de predecir correctamente el comportamiento del proceso. El
adecuado ajuste del modelo para esta respuesta podria explicarse por la metodologia
con la cual se determind la misma: la citometria de flujo es una técnica de medicién muy
sensible y con una robustez estadistica relativamente buena, por tratarse de un método
automatizado que genera resultados a partir de evaluar decenas o cientos de miles de
eventos.

Por otro lado, los p-valores menores a 0,05, es decir aquéllos que indican los
factores con efectos estadisticamente significativos en el modelo, fueron los
correspondientes a GM-CSF (0,001), hidrocortisona (0,0382) y PFC (0,0005). Sin
embargo, es importante destacar que este efecto del PFC, que es altamente
significativo, es un efecto negativo para la respuesta, contrario a lo que se pretende
lograr. Respecto de los otros dos factores que se incluyeron en el modelo, hIL-3 y

B-mercaptoetanol, no se puede establecer con seguridad que su efecto sea
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verdaderamente significativo sobre el porcentaje de células CD34*, como asi tampoco

se puede afirmar lo contrario; los p-valores se encuentran en el limite de aceptacion.

Tabla 15. Andlisis de la Varianza (ANOVA) para el modelo factorial seleccionado (etapa
de screening de factores significativos en la primera semana de cultivo de HSPCs). Se muestran
destacados en anaranjado los dos factores con efectos significativos positivos sobre la respuesta
Porcentaje de células CD34+ y, destacado en azul, se indica el factor con efecto significativo
negativo.

Fuente Suma de Grados de  Cuadrad F- p-
cuadrados Libertad o0 medio Valor  valor
Modelo 1022,97 5 204,59 14,54 0,0008 Significativo
hiL3 72,03 1 72,03 5,12  0,0535
GM-CSF 354,25 1 354,25 25,18 0,0010
Hidrocortisona 86,40 1 86,40 6,14 0,0382
PFC 439,23 1 439,23 31,22 0,0005
B-mercaptoetanol 71,05 1 71,05 5,05 0,0548
Curvatura 157,46 1 157,46 11,19 0,0101 Significativa
Residual 112,54 8 14,07
Falta de Ajuste 94,44 6 15,74 1,74  0,4092 No
significativa
Error puro 18,11 2 9,05
Suma de 1292,98 14
cuadrados total
corregida

Asimismo, es importante mencionar que el modelo del ANOVA es apto para
comparar efectos de factores sobre un fendmeno si los datos experimentales se ajustan
al modelo, es decir, si las condiciones subyacentes al modelo estan implicitas en los
datos [166]. Las violaciones a estas suposiciones, como se menciond en la Introduccion,
pueden ser investigadas examinando los residuos. El incumplimiento de los mismos
afectara el nivel de significacién, ya que se puede incrementar el error de tipo |, lo que
resulta en que se informe de demasiadas diferencias significativas entre tratamientos.
También se vera afectada la potencia de la prueba, ya que podria realizarse una prueba
mas adecuada. La robustez de la prueba puede perderse cuando el incumplimiento es
severo. Sin embargo, si los supuestos se verifican sélo aproximadamente, el modelo
tendra validez.

Los requerimientos son [166]:

¢ Independencia de los errores (este supuesto es definitivo para el ANOVA, la
falta de independencia afecta la validez de la prueba F)

e Distribucion normal de los errores
e Homogeneidad de las varianzas de los tratamientos

e Aditividad o linealidad en los pardmetros del modelo.
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Asi, para el modelo correspondiente a la R1, se analizaron los residuos para
asegurar el cumplimiento de estas condiciones. Se verifico la independencia de los
errores: se analizé la grafica de los residuos internamente studentizados en funcion de
orden en que fueron tomadas las observaciones (Figura 32.A), sin que haya indicios de
tendencias crecientes o decrecientes, por lo cual se supone independencia entre los
residuos. También se analizd la grafica de Porcentaje de probabilidad normal vs.
Residuos internamente studentizados (Figura 32.B) y se comprob6 que los residuos se
distribuyen en torno al punto cero del eje X y se acomodan a lo largo de la recta normal.
En cuanto a la homogeneidad de varianzas u homocedasticidad, la misma se comprobd
por observacion del grafico de Residuos internamente studentizados vs. Valor predicho
de la respuesta (Figura 32.C): en esta grafica se observa que los residuos se distribuyen
aleatoriamente en torno al valor 0, para los diferentes valores predichos de la respuesta;
es decir, los residuos no estan relacionados con los valores de la variable respuesta.
Otro aspecto importante cuando se genera un modelo estadistico a partir de datos
experimentales es la potencial presencia de observaciones influyentes. Este tipo de
observaciones afecta desproporcionalmente el modelo por lo cual, si son eliminadas,
producirian un cambio sustancial en uno o mas de los coeficientes y/o una o mas de las
respuestas modeladas. El software empleado cuenta con varias herramientas
estadisticas para detectar este tipo de puntos; en este caso se muestra en la Figura 32.D
el grafico de DFBETAS de la ordenada vs. el nimero de corrida. Este muestra una
medida de cuanto una observacion puede afectar la estimacidén de un coeficiente de
regresion. Se considera que los valores que superan en valor absoluto la linea de corte
indicada en rojo, son altamente influyentes [167]; para la R1, por lo tanto, no se
distinguen puntos influyentes.
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Fig. 32. Analisis de residuos. Estudio del cumplimiento de los supuestos del ANOVA 'y
de la influencia estadistica para R1: A. Grafico de residuos internamente
studentizados en funcion del orden de corrida para verificar el supuesto de
independencia de los errores; B. Gréafico de porcentaje de probabilidad normal
en funcién de los residuos internamente studentizados para verificar la
normalidad de los errores; C. Gréfico de residuos internamente studentizados en
funcién del valor predicho de la respuesta para evaluar la homocedasticidad;
D. Gréfico de DFBETAS en funcién del orden de corrida para analizar la
presencia de observaciones influyentes.

Ademas del analisis de datos efectuado en Design Expert, se ejecutdé en MatLab
el AG, con el objetivo de detectar posibles efectos significativos de las interacciones
entre factores sobre la R1 que se han perdido por el disefio de PB. Para ello, se cargd
en el programa la matriz de factores y el vector correspondiente a R1; se establecio un
numero de cromosomas de 20 (debe ser un numero par) y un numero de generaciones
de 100. Finalmente se ejecutd la rutina. Los resultados indicaron que los factores
GM-CSF (p=0,00948) y PFC (p=0,00488) tienen efectos significativos sobre la
respuesta. Esto coincide con lo observado en el andlisis realizado por Design Expert.
Asimismo, se evaluaron los efectos de todas las interacciones de dos factores: ninguna
de ellas resultd estadisticamente significativa. El modelo resultante por AG, que s6lo
incluye a estos factores significativos, presentd un R? de 0,61, el cual resulté levemente
menor que el R? del modelo obtenido por el andlisis clasico de PB, incluyendo sélo los
dos factores que presentan marcada significancia estadistica (R2=0,7). Esto otorga
validez estadistica al uso del disefio PB para estimar los efectos de los factores
principales.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que en el analisis por AG se evidenciaron
algunas interacciones que, aunque no fueron estadisticamente significativas,
presentaron valores mas cercanos al valor de corte: EPO-insulina, hSCF-GM-CSF,
hSCF-holotransferrina y GM-CSF-B-mercaptoetanol. Puesto que, en general, la

importancia de estas interacciones es “hereditaria” con respecto al factor principal
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significativo que involucran, se debe prestar atencion a las potenciales interacciones
entre GM-CSF y hSCF y entre GM-CSF y -mercaptoetanol.

2.2.1.3.2. Respuesta 2: expansion de células viables CD34*

Para la R2 (Expansién de células viables CD34+) se selecciono el factor BSA en
el grafico Semi-Normal (Figura 33.A) y, en grafico de Pareto, se agreg6 el factor PFC,
que es potencialmente significativo en el modelo (Figura 33.B). En este caso, ambos
factores generarian efectos positivos sobre la respuesta es decir, que un incremento en
el nivel de los factores produce un aumento en la respuesta estudiada.

A partir de esto, se procedi6 a analizar el ANOVA para el modelo factorial
seleccionado. Para los términos de interés, se obtuvieron los p-valores que se muestran
en la Tabla 16. Como se evidencia aqui, el modelo elegido resulté significativo
(p-valor=0,0112), mientras que la curvatura (p=0,97) y la falta de ajuste (p=0,49)
resultaron no significativas. Por otro lado, el R?%; fue de 0,48. La falta de ajuste no
significativa indica que el modelo describe bien el proceso, pero el reducido valor de R
podria indicar problemas con los datos. Esto seria atribuible al elevado error asociado
con el recuento en camara de Neubauer, principalmente en los cultivos con baja
densidad celular como los de HSPCs.

Por otro lado, so6lo un factor, la BSA, muestra efectos estadisticamente
significativos en el modelo (p-valor=0,0063). El factor PFC se incluyé también en el
modelo, pero su contribucidén no es significativa (p-valor=0,14).

RESPUESTA 2: Expansion de células viables CD34* (veces)
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Fig. 33. Seleccion de factores significativos sobre la respuesta Expansion de
células viables CD34*. A. Grafico semi-Normal y B. Gréafico de Pareto para la
evaluacion de los efectos de los 11 factores analizados sobre la respuesta
Expansion de células viables CD34+. En los mismos se encuentran nombrados
y marcados con su interior en blanco los factores que se incluyeron en el modelo.
Agquéllos que se muestran en color azul corresponden a efectos negativos,
mientras que los que se indican en color naranja tienen efectos positivos sobre
la respuesta. En el grafico de Pareto el limite superior de Bonferroni se encuentra
indicado con una linea roja y el inferior de valor-t se muestra mediante una linea
negra. PFC indica Plasma Fresco Congelado y BSA indica albumina sérica
bovina.
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Tabla 16. Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo factorial seleccionado (etapa de
screening de factores significativos en la primera semana de cultivo de HSPCs). Se muestra
destacado en anaranjado el factor con efecto significativo positivo sobre la respuesta Expansion

de células viables CD34+.

Fuente Suma de
cuadrados
Modelo 2,69
PFC 0,49
BSA 2,20
Curvatura 0,00
Residual 2,13

Falta de Ajuste 1,83

Error puro 0,30
Suma de 4,82
cuadrados
total corregida

Grados de
Libertad

2,00
1,00
1,00
1,00

11,00
9,00

2,00
14,00

Cuadrado
medio

1,34
0,49
2,20
0,00

0,19
0,20

0,15

F-
Valor
6,95
2,55
11,35
0,00

1,36

p-
valor
0,0112 Significativo

0,1383

0,0063

0,9719 No
Significativa

0,4938 No
significativa

Del mismo modo que se realizé con la R1, para la R2 se comprobd el

cumplimiento de los supuestos del ANOVA, lo cual se evidencia en la Figura 34.

A

Residuos internamente
studentizados

9]

Residuos internamente
studentizados
o

' Corrida

' Predfchos N

% Probabildiad Normal
suE & ssEn

DFBETAS para
la ordenada

‘ Corrida ”

Fig. 34. Analisis de residuos. Estudio del cumplimiento de los supuestos del ANOVA y
de la influencia estadistica para R2: A. Gréfico de residuos internamente
studentizados en funcion del orden de corrida para verificar el supuesto de
independencia de los errores; B. Grafico de porcentaje de probabilidad normal
en funcidon de los residuos internamente studentizados para verificar la
normalidad de los errores; C. Gréfico de residuos internamente studentizados en
funcién del valor predicho de la respuesta para evaluar la homocedasticidad;
D. Gréafica de DFBETAS en funcién del orden de corrida para analizar la
presencia de observaciones influyentes.

También para el estudio de efectos de los factores sobre R2 se utiliz6 el AG. En

este caso, los resultados indicaron que el factor principal BSA es el tnico que tiene un

efecto significativo (p=0,00566) sobre la respuesta ya que no supera el valor maximo de

p de 0,05. Esto coincide con lo observado en el andlisis realizado por Design Expert.
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Asimismo, se evaluaron los efectos de todas las interacciones de dos factores: ninguna
de ellas result6 estadisticamente significativa. Ademas, el R? del modelo generado con
este algoritmo [R2(AG)=0,43)] no mejora con respecto al R?(PB), que fue de 0,46 cuando
se consider6 sélo el factor significativo BSA. Esto otorga, también en este caso, validez

estadistica al uso del disefio PB para estimar los efectos de los factores principales.

2.2.1.4. Analisis conjunto de las respuestas modeladas para la seleccion
de factores y niveles a evaluar en la etapa de optimizacion

En funcién de los resultados obtenidos en el analisis de los datos experimentales
obtenidos para ambas respuestas, se obtuvieron criterios para definir qué factores
serian incluidos en la siguiente etapa de DoE, la de optimizacion de factores influyentes
en las respuestas. En la Tabla 17 se resumen las concentraciones de los suplementos
que resultaron tener menor significancia estadistica para la expansion de HSPCs y que
se utilizaran en la formulaciéon del medio (dias 0-7). Estos factores que presentaron
menor influencia se mantendran durante estos 7 dias de cultivo en concentraciones
constantes (elegidas en funcién del tipo de efectos que generan), pero no se eliminaran
del medio, excepto hSCFH. Esto se debe a que la experiencia previa y la informacion
bibliografica sustentan la importancia de su adicién, por resultar relevantes para la

seleccién de los precursores de linaje requeridos. En la Tabla se indicaron con * los

factores con efectos significativos (p<0,05). De este modo, la EPOc se mantendra en
una concentracion minima de 1 Ul/ml, debido a que en esta etapa de expansién de
progenitores presenta un efecto negativo, pero es necesaria para el mantenimiento de
los precursores eritroides que se pueden generar en este periodo. Considerando el
efecto contrapuesto que tiene hlL-3 en cada una de las respuestas, se mantendra en un
nivel intermedio entre los dos niveles evaluados (7 ng/ml). hSCFH sera el tnico de los
factores evaluados que se eliminaran del medio ya que tiene un efecto muy poco
significativo en ambas respuestas. Por otro lado, se consideré importante mantener
hSCF en su concentracion maxima (100 ng/ml), a pesar de su efecto contrario sobre las
dos respuestas evaluadas, ya que su relevancia sobre la expansion y mantenimiento de
los progenitores se encuentra ampliamente descripta en la bibliografia; este factor
retrasa la diferenciacién y maduracion eritroide, o que permite la auto-renovacion de los
progenitores antes de que esto ya no sea posible [71]. GM-CSF constituye un término
significativo del modelo de la R1, aunque, simultaneamente, muestra un efecto negativo
(aunque no significativo) sobre la R2. Por esta razdn se consideré necesaria la
optimizacion de sus niveles. La insulina present6 efectos negativos no significativos
sobre ambas respuestas evaluadas, razén por la cual se minimizé su

concentracion (4 ug/ml); esto puede relacionarse con que, en presencia de hEPO, tiene
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un efecto sinérgico sobre la maduracion celular y esto se contrapone con el
mantenimiento de una poblacién indiferenciada. La hidrocortisona y la BSA mostraron
efectos positivos sobre ambas respuestas y significativos sobre R1 y R2,
respectivamente, lo que demuestra la importancia de su optimizacion. En relacién con
el PFC, éste presentd efectos contrarios sobre las respuestas, pero por su efecto
negativo con elevada significancia estadistica sobre la R1 se mantuvo en su nivel -1. Si
bien la holotransferrina mostr6 un efecto negativo sobre la R1 y positivo sobre la R2,
ambos fueron no significativos y se mantuvo en 50 pg/ml. Finalmente, el
B-Mercaptoetanol se mantuvo en su nivel maximo ya que, a pesar de su efecto contrario
en las respuestas, el positivo sobre R1 tendria mayor significancia que el negativo y
podria interaccionar con GM-CSF para incrementar R1.

Tabla 17. Resumen del tipo de efecto de cada factor sobre ambas respuestas evaluadas,
niveles evaluados en la etapa de screening y niveles de los factores seleccionados para la

posterior etapa de optimizacién del medio de cultivo de los dias 0-7. Se indican con asteriscos
rojos los factores que mostraron efectos significativos sobre las respuestas.

FACTOR EFECTO EFECTO Nivel -1 Nivel +1 Concentracion
sobre R1 sobre R2 elegida
EPO Negativo Negativo 1 Ul/ml 5 Ul/ml 1 Ul/ml
IL-3 Negativo Positivo 2 ng/ml 12 ng/ml 7 ng/ml
rhSCFH Positivo Negativo 20 ng/ml 100 ng/ml ELIMINAR
rhSCF Negativo Positivo 20 ng/ml 100 ng/ml 100 ng/ml
GM-CSF Positivo * Negativo 20 ng/mi 100 ng/ml OPTIMIZAR
Insulina Negativo Negativo 4 pg/ml 20 pg/ml 4 pg/mi
Hidrocortisona Positivo * Positivo 0,4x10*M 2x10*M OPTIMIZAR
PFC Negativo * Positivo 2% VIV 10 % V/V 2% (V/V)
Holotransferrina Negativo Positivo 50 ug/ml 400 pg/ml 50 pg/ml
BSA Positivo Positivo * 0,4 % P/V 2% PIV OPTIMIZAR
B-Mercaptoetanol Positivo Negativo 0,2x10*M 2x10*M 2x104M

2.2.2. Optimizacion de factores influyentes en la etapa de expansion de
HSPCs por RSM

Con el objetivo de optimizar los factores que presentaron efectos significativos
en las respuestas (GM-CSF, hidrocortisona y BSA), se desarroll6 en el programa
Stat-Ease Design Expert 7.0.0 Software un disefio experimental factorial a tres niveles.
En este caso se empled el disefio de Box-Behnken, el cual es muy eficiente y econdmico
en términos del numero de corridas requeridas, para la estimacidén de superficies de
respuesta de segundo orden. Este disefio ademas es rotable o aproximadamente
rotable [168]. De esta manera se evaluaron 3 factores en 3 niveles y se realizaron 3
repeticiones del punto central; las respuestas estudiadas fueron las mismas que para la
etapa de seleccién de factores (Porcentaje de células CD34+ y Expansién de células
viables CD34+). Asi, se probaron 15 combinaciones de factores.
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2.2.2.1. Obtencion de HSPCs. Analisis de pureza y recuperacion celular

Inicialmente se prepard una suspension de MNCs de dos muestras de SCU
mediante la descongelacion de crioviales a partir del banco celular de trabajo. Una vez
qgue se obtuvo una suspension libre de DMSO, se realizé recuento y determinacién de
la viabilidad celular en camara de Neubauer. Se obtuvieron dos suspensiones celulares:
M1, con 1,2x108 céls. viables y 99% de viabilidad, y M2, con 1,3x10% céls. viables y
100% de viabilidad. De este modo, se recuperaron 2,5x108 MNCs viables totales.

Puesto que la suspension presenté agregacion celular debida al proceso de
descongelacién, la misma se traté con Benzonasa y luego se procedié al aislamiento de
células CD34* por Sl de acuerdo con el protocolo indicado en el apartado 3.3.2.2
(Materiales y Métodos). En este caso, debido a que el numero de MNCs totales a
sembrar en las columnas MS seria superior a 108 MNCs, cada una de las muestras por
separado se incubd con 150 yl de cada reactivo de marcacion y se separd en una
columna (es decir, se emplearon dos columnas para realizar la purificacion de HSPCs).

Al finalizar, se analizd la recuperacién celular por recuento en camara de
Neubauer de cada una de las fracciones R y NR y se determin6 el porcentaje de
céls. CD34+ en las fracciones R. Se obtuvieron, para la fraccion R1, 1,02x10° céls.
viables totales (esto es, 8.700 céls. viables/10® MNCs), con una pureza de 38,4% céls.
CD34* vy, para la fraccion R2, 5,1x10° céls. viables totales (esto es, 3.920 céls.
viables/10® MNCs), con una pureza de 47,3% céls. CD34+ (Figura 35.A).

De esta manera, puesto que la pureza de las fracciones R fueron menores a
80%, las dos fracciones retenidas se combinaron y se sometieron a otro paso de SlI,
empleando 100 ul de cada reactivo de marcacion. En este caso se obtuvieron 350.000
céls. viables totales (es decir, 1.400 céls. viables/10® MNCs), con una pureza de 97,6%
céls. CD34+ (Figura 35.B), lo cual se considerd adecuado para iniciar el experimento.
Puede evidenciarse que el importante incremento logrado en la pureza de la fraccion R
fue acompanado de una reduccién sustancial en la recuperacion celular.
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Fig. 35. Citometrias de flujo. Histogramas (Numero de eventos vs. Intensidad de
fluorescencia de eventos marcados con anti hCD34-PE) obtenidos mediante
andlisis de las fracciones R de: A. el primer paso de purificacion (fracciones R1
y R2) y B. el segundo paso de separacién inmunomagnética. Se muestran los
histogramas correspondientes a los controles y a las fracciones R marcadas. La
pureza de la fraccion luego de un segundo paso de separacion inmunomagnética
se incrementd desde 38-47% a 97,6%, por lo cual fue empleada como fuente
celular para las diferentes corridas del paso de optimizacion de factores.

2.2.2.2. Experimentos de optimizacion
Una vez purificada la fraccion CD34*, se iniciaron los cultivos con suplementacion
variable de acuerdo a la composicién indicada para cada corrida experimental. Los
factores y niveles de factores analizados en cada una de ellas se detallan en la Tabla 18;
ademas se incluy6 un control de crecimiento en medio IMDM con todos los suplementos
mencionados en el punto 2.2.1.4 de esta seccion, excepto los tres factores a optimizar,
con el objetivo de evaluar el efecto de su deplecion del medio y de comprobar la
importancia de su incorporacion. En cada caso, el cultivo se efectudé en placa de
48 pozos, en un volumen de 500 pl, y con una concentraciéon celular inicial de
29.600 céls. CD34* viables/ml. Luego de los 7 dias de cultivo en condiciones estandar,
sin cambios de medio, dilucion ni suplementacion, se analizé el porcentaje de células
CD34* y la tasa de expansion de las mismas. Los resultados obtenidos se incluyen
también en la Tabla 18; ademas se muestran en la Figura 36 citometrias representativas
de las respuestas obtenidas por citometria de flujo.



SSC-H

Resultados

Tabla 18. Corridas experimentales sugeridas por el software Stat-Ease Design
Expert 7.0.0 para la etapa de optimizacién de los factores seleccionados (disefio de
Box-Behnken). Se indican el orden estandar, orden de corrida y concentraciones a evaluar de
cada uno de los factores. También se muestran los valores obtenidos para las dos respuestas
analizadas en el dia 7 de cultivo: Porcentaje de células CD34+ y Expansion de células viables
CD34+ (veces) segun el orden de corrida.
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Factor 1 Factor 2 Factor 3 Respuesta 1 Respuesta 2
Ord. Ord. BSA GM-CSF  Hidrocorti- Células Expansion de céls.
est corrida sona CD34+ viables CD34+
% (P/V) ng/ml 104 M % veces

14 1 1,2 60 1,2 42,62 1,8

5 2 0,4 60 0,4 72,89 0,6

3 3 0,4 100 1,2 68,83 0,1

13 4 1,2 60 1,2 44,50 2,7

9 5 1,2 20 0,4 43,48 2,2

7 6 0,4 60 2,0 65,88 0,7

8 7 2,0 60 2,0 4448 2,8

6 8 2,0 60 0,4 39,75 24

1 9 0,4 20 1,2 65,43 0,9

4 10 2,0 100 1,2 43,51 3,0

15 11 1,2 60 1,2 38,95 1,8

2 12 2,0 20 1,2 34,47 2,8

10 13 1,2 100 0,4 35,40 1,6

11 14 1,2 20 2,0 36,45 1,8

12 15 1,2 100 2,0 37,00 1,7
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Fig. 36. Citometrias de flujo. Graficos de puntos representativos (SSC-H vs.
hCD34-PE) obtenidos a partir de diferentes corridas. Se contrasta la poblacion
celular inicial (D. 0) con las poblaciones presentes en el dia 7 (D. 7). En cada dot
plot se indica la poblacion CD34+ y la frecuencia correspondiente.

No fue posible analizar las células del pozo control con medio de expansion basal
(el cual no contenia los factores de crecimiento que se optimizaron) ya que no se
encontraron células viables, lo que reflej6 la significancia del efecto de su incorporacién
en el medio.

2.2.2.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron en el programa Stat-Ease Design
Expert 7.0.0 Software, con el objeto de hallar la/s combinaciones éptimas de las
variables que generan resultados deseables en las respuestas.
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En el caso de la RSM, en primer lugar se debieron analizar para cada respuesta
los tests F, de Falta de Ajuste y de adecuacion mediante los cuales el programa sugiere
un modelo como punto de partida. A partir de alli, se seleccionaron los términos del
modelo en funcidén de su significancia y, a continuacion, se efectuaron ANOVAs para
evaluar el modelo elegido de manera global y en cada uno de sus términos individuales;
asimismo, se estudiaron las pruebas de diagnéstico para validar el modelo.

Una vez que se hallé un modelo adecuado mediante el empleo de polinomios
que caracterizan superficies de respuesta, se generaron los graficos del modelo para
ser interpretados (graficos 3D y de contorno). Finalmente, se realizd la optimizacion de
multiples respuestas mediante herramientas graficas y numéricas, siguiendo los criterios
mas apropiados para cumplir con los objetivos buscados: generar una 6ptima expansion
de los cultivos de HSPCs, de la manera més selectiva posible que luego permita una
adecuada diferenciacion eritroide. Para esto se empleé la funcién deseabilidad.

2.2.2.3.1. Respuesta 1: Porcentaje de células CD34*

En el caso de la R1, el modelo sugerido por el software fue el modelo cuadratico.
Para éste la significancia dada por el p-valor fue de 0,0077 (la mayor determinada por
el modelo secuencial de suma de cuadrados), la falta de ajuste present6 la menor
significancia entre todos los modelos propuestos (p-valor=0,42) y el R2aj fue de 0,92,
que también se maximiza con este modelo.

Luego de seleccionar los términos de manera manual, se realizé el ANOVA
(Tabla 19), que mostr6 que el modelo elegido resultdé altamente significativo
(p-valor<0,0001), de la misma manera que los términos individuales incluidos en el
mismo: BSA y BSA?. La Falta de Ajuste también resulté no significativa respecto del
error puro (p-valor=0,49) y el R2aj del modelo fue de 0,93. De esta manera la ecuacion
final del modelo para la R1 (Ecuacién 15) fue:

Células CD34* (%) = 94,46083 — 75,14688 x BSA + 24,09635 x BSA? (15)

Tabla 19. Analisis de la Varianza (ANOVA) para el modelo cuadratico seleccionado
(etapa de optimizacién de factores significativos en la primera semana de cultivo de HSPCs).

Fuente Suma de Grados de Cuadrado F-Valor p-valor

cuadrados Libertad medio
Modelo 2350,54 2 1175,27 84,01 < 0,0001 Significativo

BSA 1535,13 1 1535,13 109,73 < 0,0001

BSA? 815,41 1 815,41 58,29 < 0,0001
Residual 153,89 11 13,99

Falta de Ajuste 147,15 10 14,72 2,19 0,4859 No significativa
Error puro 6,73 1 6,73
Suma de 2504,43 13

cuadrados total
corregida
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Al igual que en la etapa de seleccidn de factores, se comprob6 el cumplimiento

de los supuestos del ANOVA analizando los residuos derivados de los datos

experimentales. Dichos analisis se muestran en la Figura 37.
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Fig. 37. Analisis de residuos. Estudio del cumplimiento de los supuestos del ANOVA y
de la influencia estadistica para R1: A. Gréfico de residuos internamente
studentizados en funcién del orden de corrida (supuesto de independencia);
B. Grafico de porcentaje de probabilidad normal en funcién de los residuos
internamente studentizados (normalidad); C. Grafico de residuos internamente
studentizados en funcién del valor predicho (homocedasticidad); D. Grafica de
DFBETAS en funcion del orden de corrida (observaciones influyentes).

Finalmente, los graficos 3D de la superficie de respuesta generada a partir del

modelado de los datos experimentales se muestran en la Figura 38. Como se evidencia,

la R1 se mantiene constante cuando se varian los niveles de GM-CSF (y lo mismo ocurre

variando los niveles de Hidrocortisona), mientras que se observa una relaciéon de tipo

cuadratica entre la respuesta y los niveles de BSA. Ademas, la respuesta se maximiza

cuando se minimizan los valores de BSA.
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Fig. 38. Modelos de superficie de respuesta (RSM). Se presentan los modelos
generados a partir del analisis de los datos experimentales obtenidos para la
Respuesta Porcentaje de células CD34+. Se muestra la superficie obtenida para
la respuesta en funcion de los niveles de los factores optimizados (BSA, GM-CSF
e Hidrocortisona)

2.2.2.3.2. Respuesta 2: Expansion de células viables CD34*
Para la R2, el modelo sugerido fue el lineal. Para éste la significancia dada por

el p-valor fue menor a 0,0001 (la mayor determinada por el modelo secuencial de suma
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de cuadrados), la falta de ajuste no fue significativa (p-valor=0,86) y el R2aj fue de 0,83,
el mayor valor entre todos los modelos analizados.

La seleccién de los términos que constituyen el modelo se efectué de manera
manual. En el ANOVA (Tabla 20), se evidencio que el modelo elegido resulté altamente
significativo (p-valor<0,0001), y equivalente al del coeficiente del Unico factor incluido en
el modelo, la BSA (dependencia lineal). La Falta de Ajuste present6 un p-valor de 0,86,
es decir que no fue significativa respecto del error puro y el R2aj del modelo fue de 0,83,
tal como predijo el modelo secuencial. De esta manera la ecuacion final del modelo para

la R2 se indica en la Ecuacién 16:
Expansion de células viables CD34% (%) = 0,15919 + 1,36197 x BSA (16)

También para el caso de la R2 se verificd el cumplimiento de los requisitos del
ANOVA analizando los residuos derivados de los datos experimentales. Algunos de los
graficos que permiten inspeccionar estas caracteristicas de los datos se observan en la
Figura 39.

Tabla 20. Andlisis de la Varianza (ANOVA) para el modelo lineal de R2 seleccionado
(etapa de optimizacién de factores significativos en la primera semana de cultivo de HSPCs).

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado F-Valor p-valor
cuadrados Libertad medio
Modelo 9,50 1 9,50 69,55 < 0,0001 Significativo
BSA 9,50 1 9,50 69,55 < 0,0001
Residual 1,78 13 0,14
Falta de Ajuste 1,23 11 0,11 0,41 No
significativa
Error puro 0,54 2 0,27
Suma de 11,27 14

cuadrados total
corregida
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Fig. 39. Analisis de residuos. Estudio del cumplimiento de los supuestos del ANOVA y
de la influencia estadistica para R2: A. Grafico de residuos internamente
studentizados en funcién del orden de corrida (supuesto de independencia);
B. Grafico de porcentaje de probabilidad normal en funcién de los residuos
internamente studentizados (normalidad); C. Grafico de residuos internamente
studentizados en funcién del valor predicho (homocedasticidad); D. Grafica de
DFBETAS en funcion del orden de corrida (observaciones influyentes).

Asi, los graficos 3D (planos) de la superficie de respuesta resultante de este

proceso de modelado para la Expansién de células viables CD34+ se observan en la

Figura 40. Las variaciones en R2 ocurren linealmente con los cambios en la

concentracion de BSA, mientras que cambios en las otras dos variables no modifican

R2. Adicionalmente, se evidencia que el efecto del incremento en los niveles de BSA

sobre la expansién celular es el contrario a su efecto sobre el porcentaje de

células CD34": en este caso el aumento en la concentracién de esta proteina induce

incrementos en la expansion y el maximo ocurre para la concentracion de 2% (P/V) de

BSA. Esto refuerza las observaciones experimentales previas que indican que la

expansion de las HSPCs se encuentra generalmente asociada a la pérdida de su

naturaleza de stem o progenitoras.

Expansion de céls. viables CD34+ (veces)

20 w\
60.00

B: GM-CSF

40.00

2000 0.4

el
=="12

A:BSA

Expansion de céls. viables CD34+ (veces)

Fig. 40. Modelos de superficie de respuesta (RSM). Se presentan los modelos
generados a partir del andlisis de los datos experimentales obtenidos para la
Respuesta Expansion de células viables CD34+. Se muestran las superficies
obtenidas para la respuesta en funcion de los factores optimizados (BSA,
GM-CSF e Hidrocortisona).
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2.2.2.4. Localizacion de las condiciones 6ptimas

Para ambas respuestas puede observarse que los maximos obtenidos no
parecen ser absolutos, sino que, probablemente, corriendo la region experimental seria
posible producir mejoras en las mismas y/o hallar un punto estacionario. Es decir,
podrian modificarse los niveles de los factores significativos en la direcciéon de ascenso
de las respuestas. Sin embargo la economia del sistema en estudio constituye una
limitante para esto, razdn por la cual se decidi6 permanecer en el entorno experimental
estudiado.

En cada grafica 3D se evidencia que existe una zona éptima de operaciéon y no
un punto. En estos casos es posible seleccionar el mejor conjunto de condiciones desde
el punto de vista operacional que permita obtener una soluciébn de compromiso,
decidiendo sobre la conveniencia de los niveles de los factores.

Es importante considerar que, como ya fue mencionado, cuando el
procedimiento de optimizacién involucra mas de una respuesta, no es posible optimizar
cada una de ellas de manera separada, sino que se debe obtener una solucién general
que lleve a un cierto grado de conformidad con los criterios propuestos para cada
variable del sistema. Con este objetivo de optimizacion simultanea, en este trabajo se
empled la funcion Deseabilidad, luego de establecer las restricciones que se indican en
la Tabla 21. El programa brind6 una lista de posibles soluciones que cumplen con los
criterios establecidos (y que presentaban valores de deseabilidad mayores a cero); se
escogid aquél conjunto de condiciones que presentd el valor mas elevado de
Deseabilidad.

Tabla 21. Conjunto de restricciones establecidas para realizar la optimizacion basada en
la funcién Deseabilidad de acuerdo a las limitantes practicas y los resultados esperados.

Restricciones

Factor Objetivo Limite Limite Importancia
Inferior  Superior

BSA [%(P/V)] en rango 0,4 2,0 3

GM-CSF (ng/mi) minimizar 20 40 3

Hidrocortisona (104 M) minimizar 0,4 0,8 3

Expansion de células maximizar 1,5 3,0 3
viables CD34+ (veces)

Porcentaje de células maximizar 40,00 72,89 3

CD34* (%)

El paso final en esta optimizacion de multiples respuestas fue obtener una
prediccion de los valores que éstas pueden adquirir cuando se aplica la combinacion
optima de los factores, usando modelos de ajuste (Tabla 22).

La solucién obtenida fue:
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Tabla 22. Prediccion puntual de las respuestas cuando se aplican los niveles optimizados
de los factores. También se indica el valor de Deseabilidad para esta solucién

BSA  GM-CSF Hidrocor- Expansion de céls.
[% (P/V)] (ng/ml) tisona viables CD34* Células CD34* (%) Deseabilidad

(104 M) (veces)
Niveles optimizados Pred. IC95% Pred. IC 95%
2,0 20 0,4 2,9 (2,5;3,2) 40,55 (36,43;44,65) 0,35

Pred. Indica prediccion puntual; IC 95% indica intervalo de confianza para la prediccién calculado
con un 95% de confianza.

2.2.3. Pruebas de seguimiento o confirmacion

Debido a que las condiciones Optimas encontradas constituyen predicciones
generadas a partir del modelo derivado de los datos experimentales, al igual que las
respuestas predichas en estas condiciones, es adecuado investigar el comportamiento
del sistema cuando se utilizan los valores propuestos para las variables.

De esta manera, se efectuaron experimentos de cultivo (n=3) con la
suplementacién indicada como éptima y, luego de 7 d, se investigaron las respuestas
previamente analizadas, asi como otras que resultan de interés en el proceso de
diferenciacién eritroide. En una situacién ideal las respuestas Porcentaje de
células CD34* y Expansién de células viables CD34* se encontrarian en el intervalo de
confianza establecido para sus valores predichos.

2.2.3.1. Obtencion de HSPCs. Analisis de pureza y recuperacion celular

Inicialmente se prepararon suspensiones de MNCs de cuatro muestras de SCU
mediante la descongelacién de crioviales a partir del banco celular de trabajo. Se
obtuvieron cuatro suspensiones celulares: M1, con 3,1x107 céls. viables y 95% de
viabilidad; M2, con 2,1x107 céls. viables y 92,6% de viabilidad; M3, con 3,9x107 céls.
viables y 99% de viabilidad; y M4, con 4,5x10” céls. viables y 92,6% de viabilidad. De
este modo, se recuperaron 1,4x10® MNCs viables totales.

Puesto que las suspensiones presentaron agregacién celular, se trataron con
Benzonasa y a continuacion se aislaron las células CD34* por S| de acuerdo con el
protocolo indicado en el apartado 3.3.2.2 (Materiales y Métodos). Para ello, a partir de
las 4 suspensiones de MNCs se generaron 2 y cada una de ellas se incubé con 100 pl
de los reactivos de marcacion y se separd en una columna (es decir, se emplearon dos
columnas para realizar la purificacion de HSPCs).

Al finalizar, se analizd la recuperacion celular por recuento en camara de
Neubauer de cada una de las fracciones R y se determiné el porcentaje de céls. CD34+.
Se obtuvieron, para la fraccion R1, 3,7x10° céls. viables totales (esto es, 5.200 céls.
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viables/10%° MNCs), con una pureza de 63,6% céls. CD34* vy, para la fraccion R2, la
recuperacion fue la misma, pero con una pureza de 50,2% céls. CD34* (Figura 41.A).
Debido a que en ambos casos las purezas fueron menores a 80%, las dos
fracciones R se combinaron (740.000 céls. viables totales) y se sometieron a otro paso
de SlI, empleando 100 pl de cada reactivo de marcacion. En este caso se obtuvieron
250.000 céls. viables totales (es decir, 1.800 céls. viables/106® MNCs), con una pureza
de 88,3% céls. CD34+ (Figura 41.B), lo cual se considerd adecuado para iniciar el

experimento.

Separacién 1 B Separacion 2
Fraccion retenida 1 Fraccion retenida 2
- Control . antihCD34-PE __ anti hCD34-PE . Centrel 119 anti hCD34-PE
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Fig. 41. Citometrias de flujo. Histogramas (Numero de eventos vs. Intensidad de
fluorescencia de eventos marcados con anti hCD34-PE) obtenidos a partir del
andlisis de las fracciones R de A. el primer paso de purificacion (fracciones R1 y
R2) y B. el segundo paso de Sl. Se muestran los histogramas correspondientes
a los controles y a las fracciones R marcadas. La pureza de la fraccién luego de
un segundo paso de separacion inmunomagnética se incrementé desde 64-50%
a 88%, por lo cual fue empleada como fuente celular para realizar los cultivos
para poner a prueba los resultados predichos en el proceso de optimizacién.

2.2.3.2. Experimentos de confirmacion. Cultivos y analisis

Una vez purificadas, las células se cultivaron ON en condiciones basales (sin el
agregado de factores de crecimiento). Luego, se inici6 el cultivo en las nuevas
condiciones de expansién (se denomindé al medio de expansién optimizado como
MePEOpt 0-7). Se efectuaron 3 cultivos independientes en MePEOpt 0-7 y un cultivo en
el mismo medio, pero omitiendo la suplementacion con PFC (MePEOpt 0-7free). El
cultivo de las HSPCs en MePEOpt 0-7free tuvo como objetivo evaluar la magnitud del
efecto que tendria la eliminacion del PFC y, en funcion de esto, decidir acerca de su
inclusion con vistas a evitar el uso de aditivos de composicién desconocida y variable.

La densidad celular inicial fue de 29.400 céls. CD34*/ml en placas de 24 pozos
(1 ml de volumen de trabajo) y la composicion final del MePEOpt 0-7 se detalla en la
Tabla 23. En el MePEOpt 0-7free el volumen correspondiente al PFC fue reemplazado
por IMDM basal.

Para estudiar el efecto de la composicion del medio de cultivo sobre el
crecimiento y la diferenciacion celular se realizaron diferentes tipos de andlisis en los

dias 0 y 7 de cultivo: a) determinacién de la capacidad clonogénica mediante ensayo de
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formacion de colonias en medio con metilcelulosa, b) de los perfiles inmunofenotipicos
evaluando por citometria de flujo la expresion de los marcadores CD34, CD71 y CD235a
y ¢) de la expansion celular mediante recuento en camara de Neubauer.

Tabla 23. Composicion final del MePEOpt 0-7 con el que se efectud la evaluacién de las
condiciones optimizadas

Suplemento Concentracion final
hEPO 1 Ul/ml
hiL-3 7 ng/ml
hSCF 100 ng/ml

GM-CSF 20 ng/ml
Insulina 4 ug/ml
Hidrocortisona 4x10°M
PFC 2% (VIV)
Holotransferrina 50 pg/mi
BSA 2% (P/V)
B-Mercaptoetanol 2x104M
IMDM C.S.p. enrase

2.2.3.2.1. Analisis de la Respuesta 1: Células CD34* (%)

El andlisis por citometria de flujo de la expresion del marcador CD34 en las
células cultivadas en MePEOpt 0-7 mostré los siguientes valores para los tres cultivos
independientes: 29,3%, 39,6% y 50,9% (Figura 42). Por lo tanto, el porcentaje medio de
células CD34* resulté de 39 + 11 %. Si bien sélo uno de los valores individuales se
encuentra comprendido dentro del IC 95% (36,43; 44,65) establecido por el modelo para
esta respuesta en las condiciones 6ptimas empleadas, el valor medio si se halla dentro
de este rango. Por otro lado, el marcador no pudo evaluarse para el cultivo llevado a
cabo en MePEOpt 0-7free, ya que no se hallaron células viables en el dia 7.

2.2.3.2.2. Analisis de la Respuesta 2: Expansion de células viables CD34*
(veces)

Los valores de expansion de células viables CD34* que se determinaron en los
tres cultivos realizados fueron: 7,7; 10 y 12,7 (Figura 42). De esta manera, la media
hallada para esta respuesta fue de 10 £ 2 veces. A pesar de que ni este valor medio ni
las respuestas individuales se encuentran en el IC 95% predicho para la R2 (2,5; 3,2),
esto no fue considerado un inconveniente ya que la expansion resultd mayor que la
predicha y tales variaciones pueden esperarse debido a caracteristicas intrinsecas de
las muestras empleadas en cada etapa de trabajo o0 a la composicion del PFC empleado
en estos cultivos.

Por otro lado, la ausencia de células viables en el cultivo en MePEOpt 0-7free
nos permitié concluir que no es posible retirar completamente el PFC de los cultivos

150



Resultados

cuando se trabaje con esta composicion del MePEOpt 0-7, y que deberan investigarse

otros componentes adicionales si se pretende reemplazar este suplemento.

Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Control
Expansi6n de céls.
viables CD34* (veces) 7.7 10 12,7 -

30,6

Numero de eventos

00 1061 10e2  10e3 1024

Fig. 42. Citometrias de flujo. Resultados obtenidos para los experimentos de
confirmacién de las respuestas predichas por el modelo para la composicion
optimizada de MePEOpt 0-7. La figura muestra la expansion de células viables
CD34+y la frecuencia de células CD34+ (histogramas de frecuencias) obtenidas
para los tres cultivos independientes realizados en MePEOpt 0-7. En cada
histograma se indican las poblaciones positiva (en verde) y su porcentaje
correspondiente y la negativa (en magenta).

2.2.3.2.3. Evaluaciones adicionales: capacidad clonogénica y marcadores
eritroides

El estudio del potencial clonogénico de las células presentes inicialmente y al
final de los cultivos realizados en MePEOpt 0-7 se realiz6 en medio MACS HSC-CFU
completo con EPO (Miltenyi Biotec, Inc.). Se contaron las colonias totales y se
clasificaron para determinar el numero de colonias de cada tipo y asi establecer su
frecuencia. La Figura 43 indica los resultados obtenidos en estos cultivos y la Figura 44
muestra imagenes representativas de las colonias generadas. Cabe aclarar que para
estos estudios se emplearon las células presentes en las diferentes repeticiones (n=3)
de los cultivos en MePEQOpt 0-7, mientras que no fue posible efectuar estos analisis con
las células derivadas de MePEOpt 0-7free ya que el numero de células totales presentes
al final del cultivo fue muy bajo.

A partir de ambas figuras es posible observar que el potencial clonogénico total
de la suspension disminuye a medida que transcurre el cultivo, ya que se denota una
disminucién del numero total de colonias, que presenta un maximo en el dia 0 de cultivo
de 169, y disminuye a 51 + 8 a los 7 dias (a partir de 550 células totales). Ademas de la
reduccion de la capacidad clonogénica de las células en cultivo, se evidencia un
incremento en el numero de colonias indefinidas de menor tamano y baja densidad.

El porcentaje de BFU-E sufre una minima modificacion desde 42% a 38% en 7 d.
Se observa un elevado potencial eritroide al principio de los cultivos, en el que

predominan los precursores mas primitivos, frente a los CFU-E (15,4%). Esto indica que
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los precursores presentes tienen una elevada capacidad proliferativa y de compromiso
hacia el linaje eritroide.

@ 100 180 Col. indefinida
2 160 g CFU-M
§ 80 140 <
o 120 2 CFU-G
8 60 =
R 100 5 CFU-GM
Q)v
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40 &
.8 60 a CFU-E
5 S
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- 0 0 CFU-GEMM
0 7

Tiempo de cultivo (d) ——Col. totales

Fig. 43. Ensayos de formacion de colonias. Andlisis de las CFUs presentes en cultivos
en MePEOpt 0-7. Las barras muestran las frecuencias de los diferentes tipos de
precursores presentes en el inicio de los cultivos y en el dia 7 (porcentajes
promedio; para el dia 0, n=1; para el dia 7, n=3). Los circulos negros indican el
numero total de colonias presentes en las placas de cultivo HSC-CFU, con sus
respectivas D.E.

Dia0 ~ Dia7

Fig. 44. Microscopias opticas. Micrografias representativas de colonias obtenidas a
partir de células cultivadas en MePEOpt 0-7 en 0 d y 7 d. Se observan colonias
de diferente tipo (BFU-E, CFU-E y CFU-M). Las barras de escala indican 100 um
(magnificacion 100X).

Adicionalmente, se incremento la frecuencia de CFU-E (a un valor de 36,2%), lo
que indica la ocurrencia de una maduracién de los precursores CFU-GEMM presentes
hacia linaje eritroide (ya que el porcentaje de BFU-E se reduce muy poco, mientras que
el de CFU-GEMM disminuye en mayor medida) y/o una expansion de los CFU-E
presentes en el dia 0.
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En cuanto a los progenitores mas primitivos, los CFU-GEMM, la reduccién
observada en su frecuencia es de 8,9% a 1,2%. También decrece la frecuencia de
CFU-GM desde 5,9% a 0,8%.

Por otro lado, en s6lo una semana de cultivo se redujo significativamente el
porcentaje de CFU-M (27,8% a 8,4%), a diferencia de lo que se observo en el medio
reportado. La frecuencia que se presenta en el dia 7 es muy baja y se esperaria que
continle bajando. Esto evidencia la capacidad del medio de cultivo optimizado para
mantener selectivamente precursores del linaje eritroide (los CFU-E, BFU-E y
CFU-GEMM constituyen conjuntamente el 75,5% de las CFU halladas en cultivo en el
dia 7), mientras que los precursores de linaje de granulocitos y macréfagos no persisten
en cultivo.

Como se mencioné previamente, también se evaluaron posibles cambios
inmunofenotipicos en los marcadores eritroides. Para esto se investigd la progresion de
los marcadores CD71 y CD235a, ambos altamente expresados en células eritroides en
diferentes estadios de maduracion. El andlisis citométrico efectuado en los dias 0y 7 de
cultivo en MePEOpt 0-7 (en este ultimo caso sobre las células de las 3 repeticiones
realizadas) pretende correlacionar estos datos con los hallados en los ensayos de
formacion de colonias. En la Figura 45 pueden observarse los gréaficos de puntos
correspondientes.

Dia 0
Control mAbs relevantes Control

w4424 o+ 192 | 40,033

CD71-APC

3,12 0 4986 | 2
Rk B = 1 T T
10° [} 10 10}

CD235a-PE-Cy7

Fig. 45. Citometrias de flujo. Caracterizacién inmunofenotipica de marcadores
eritroides y progresién de la co-expresion de hCD71-hCD235a de las células
cultivadas en MePEOpt 0-7. Se muestran los graficos de puntos de un cultivo
representativo marcado con los mAbs relevantes, incluyendo sus controles.

El marcador CD71 se encuentra presente en las células en cultivo desde el dia 0
y se incrementa durante estos 7 d. Se evidencia que inicialmente la poblacion celular
presenta un fenotipo mayormente CD71+9mCD235a’, correspondiente a los precursores
eritroides tempranos y a otras células que incorporan hierro para su metabolismo; esta
poblacién se incrementa desde un 42,4% a 67,4 £ 0,3 %. El incremento en la frecuencia
de células CD71* asi como la mayor intensidad de fluorescencia obtenida para este
marcador, estan de acuerdo con el aumento que se observa en la frecuencia de los CFU
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de tipo eritroide durante esta semana de cultivo. También se evidencia que una pequefa
proporcién de estos precursores comienza a adquirir un fenotipo mas diferenciado
correspondiente a los eritroblastos intermedios (CD71+*CD235a*) que pasan de tener
una frecuencia de 0,7% a constituir un 8 £ 1 % de la poblacion. La progresién hacia
células con mayor grado de maduraciéon puede relacionarse con la formacion de un
menor nimero total de colonias en los ensayos clonogénicos.

Por otro lado la proporcion de células con el fenotipo CD71CD235a*,
caracteristico de reticulocitos y GRs maduros, se mantiene constante y en un valor
minimo durante este periodo de cultivo.

A partir de todos estos andlisis es posible afirmar que podria utilizarse con
buenos resultados el MePEOpt 0-7 durante la primera semana de cultivo para expandir
y mantener las HSPCs y precursores eritroides tempranos, y luego transferir las células
expandidas en estas condiciones a los medios de compromiso y maduracion eritroide
MePERef 7-11 y MePERef 11-34.

2.2.4. Diferenciacion eritroide de células cultivadas en MePEOpt 0-7

Con el fin de conocer el comportamiento de las poblaciones celulares obtenidas
a partir del cultivo en MePEOpt 0-7 y, particularmente, de averiguar la factibilidad de
obtener células eritroides partiendo de estas condiciones de cultivo optimizadas, se
decidié llevar a cabo un cultivo posterior en MePERef, pero obviando el periodo de
expansion de progenitores en este medio (dias 0-7).

Para continuar con el cultivo, inicialmente se mezclaron todas las suspensiones
celulares obtenidas a partir de las 3 repeticiones del cultivo en MePEOpt 0-7 con el
objetivo de lograr una unica suspension de composicidn homogénea; las células se
lavaron y el medio de cultivo se reemplazé por MePERef 7-11, cuya composicién se
encuentra descripta en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. La densidad celular
inicial fue de 30.000 céls./ml y los cultivos se realizaron en placas de 6 pozos (3 ml de
cultivo) (n=4). La Figura 46 muestra un gréafico que resume el procedimiento de cultivo
y los andlisis efectuados en las etapas siguientes.
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Fig. 46. Representacion esquematica de la estrategia de trabajo. Esquema grafico
del proceso de cultivo de HSPCs en MePEOpt 0-7 y luego en MePERef 7-11 y
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MePERef 11-34 en el cual se indican los andlisis realizados en cada etapa.

2.2.41.

A partir de aqui se denominaran MePEOpt a los cultivos efectuados durante los
primeros 7 dias en MePEOpt 0-7, durante los dias 7-11 en MePERef 7-11 y a partir del
dia 11 y hasta el final, en MePERef 11-34. De esta manera sera mas sencillo

Estudio de la expansion celular

diferenciarlos de aquéllos efectuados en su totalidad en MePERef.

La expansion celular acumulada (desde el dia de inicio de los cultivos) se
incremento y alcanz6 un maximo de amplificacion media de 571,3 veces (rango: 496,7-
680,5) el dia 18. A partir de este momento, el crecimiento se detuvo: el dia 25 la
amplificacién media acumulada disminuy6 fuertemente y fue de 304,6 veces (rango:
205,1-392,3). Esto estuvo relacionado con una importante caida en la viabilidad celular:
hacia el dia 18, la viabilidad comenzé a reducirse (media: 63,7%) y alcanzé su valor

medio minimo el dia 25 (46%). Estos resultados se indican en la Figura 47.
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Fig. 47. Amplificacién celular media. Expansion celular en MePEOpt 0-7 + MePERef
7-11 y 11-34, expresada como incremento en veces del nimero celular, en
funcién del tiempo de cultivo (d). Los valores indicados son la media £ D.E. en
escala logaritmica (n=4).

2.2.4.2. Estudio del potencial clonogénico

El potencial clonogénico en los dias 0 y 7 en MePEOpt 0-7 se encuentra
descripto en el apartado 2.2.3.2.3 de esta seccién. En la Figura 48 se muestran las
frecuencias de los diferentes tipos y el numero total de precursores obtenidos en los
ensayos de formacién de colonias a lo largo de todo el cultivo para facilitar su
interpretacion; la Figura 49 muestra imagenes representativas de las colonias obtenidas
en el periodo 11-18 d.

En las figuras 48 y 49 se evidencia una caida del potencial clonogénico total de
la suspension a lo largo del cultivo, ya que se denota una disminucion del nimero total
de colonias, que presenta un maximo en el dia 0 de cultivo de 169, disminuye
fuertemente hacia el dia 7 (51 £ 8), en el dia 11 la media parece aumentar levemente,
pero se debe tener en cuenta que el desarrollo de colonias aqui presentd una alta
variabilidad (70 + 30), por lo que podria considerarse que el nimero total se mantiene
constante entre los dias 7 y 11. El minimo se alcanza en el dia 18, en el cual la media
fue de 1 colonia total, es decir, el potencial en este momento del cultivo puede
considerarse nulo.

Como en cultivos anteriormente analizados, se obtuvo un aumento en el
porcentaje de colonias de muy reducido tamafno y baja densidad, cuya clasificacion no
fue posible. Dichos cambios en la densidad y el tamafo de las colonias se evidencian
en las fotografias de la Figura 48.
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Fig. 48. Ensayos de formacion de colonias. Andlisis de CFUs presentes en cultivos en
MePEOpt. Las barras muestran las frecuencias de los diferentes tipos de
precursores presentes a lo largo del cultivo (porcentajes promedio; para el dia 0,
n=1; para los dias 7-18, n=3). Los circulos negros indican el nimero total de
colonias presentes en las placas de cultivo HSC-CFU, con sus respectivas D.E.

Dia 11 Dia 18

Fig. 49. Microscopias opticas. Micrografias representativas de colonias obtenidas a
partir de células cultivadas en MePEOpt en los dias 11 y 18 de cultivo. Se
observan colonias de diferente tipo (BFU-E, CFU-E, CFU-M y Colonias
indefinidas). Las barras de escala indican 100 ym (maghnificacién 100X).

La frecuencia de BFU-E se mantiene casi constante durante la primera semana.
Luego, disminuye marcadamente hacia el dia 11 (8,6%) hasta hacerse nulo;
simultaneamente se incrementa el porcentaje de CFU-E, lo que indicaria que los
progenitores tempranos BFU-E, predominantes al inicio de los cultivos, se diferenciaron
en mayor medida a partir del cambio a MePERef 7-11. Cabe destacar que el potencial
eritroide en los cultivos se mantiene siempre muy elevado e, incluso, levemente

creciente: analizando la frecuencia total de CFU-GEMM, BFU-E y CFU-E, se observo
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que en el dia 0 la frecuencia fue de 66,3%; en el dia 7, de 75,6% y en el dia 11, de
81,9%.

En cuanto a los progenitores mas primitivos, los CFU-GEMM, se observa que su
frecuencia es baja incluso en el inicio de los cultivos y se reduce hasta ser nula en el
dia 11 (porcentajes iniciales de 8,9y 1,2% en los dias 0 y 7). Su ausencia en los dias 11
y 18 se deberia a la diferenciacion progresiva de los precursores por la accion de los
factores de crecimiento presentes en el medio de cultivo.

Las CFU-M y CFU-GM se reducen progresivamente desde el dia 0 hasta el
dia 11 (de 27,8% a 3,3% y de 5,9% a 0%, respectivamente). El elevado porcentaje de
CFU-M en el dia 18 se debe a que fue una de las dos colonias totales halladas en todos
los cultivos. Esto refuerza las observaciones realizadas durante el cultivo en
MePEOpt 0-7 acerca de la capacidad del medio optimizado para mantener
selectivamente precursores del linaje eritroide, en detrimento de los precursores de

linaje de granulocitos y macrofagos.

2.2.4.3. Caracterizacion inmunofenotipica y morfologica

En el andlisis citométrico realizado en los dias 0, 7, 11, 18 y 25 de cultivo en
MePEOpt, se evaluaron los marcadores de superficie celular CD34, CD45, CD71 y
CD235a. Los perfiles de expresion obtenidos se muestran en la Figura 50.

El marcador CD34 se redujo gradualmente hasta alcanzar el minimo el dia 11
(0,2 £ 0,2 %). Lo mismo ocurrié con el marcador CD45, que sigue aproximadamente el
mismo perfil de expresion, excepto que, durante la primera semana, ocurre un leve
incremento en su frecuencia de expresién (alcanza un maximo de 85 + 4 %). Para este
marcador el minimo se alcanza el dia 18, llegando a ser nulo en el dia 25 (0,9 + 0,3 %),
lo que indica la pérdida de la poblacién leucocitaria y una elevada selectividad del medio
de cultivo (Figura 50.A). Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en los
ensayos de formacion de colonias, en los cuales los precursores predominantes a lo

largo del cultivo son los de tipo eritroide.
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Fig. 50. Caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo. Los paneles
muestran los porcentajes de las poblaciones celulares de interés presentes a lo
largo del cultivo en MePEOpt. Los resultados se expresan como porcentajes
medios + D.E. (n=4). A. Células CD34+ y células CD45+; B. células CD71+ y
células CD235a*; C. células CD71+CD235a* y células CD71-CD235a*. D.
Progresién de la co-expresion de hCD71-hCD235a de las células cultivadas en
MePEOpt. Se muestran los gréficos de puntos de un cultivo representativo,
indicando las estadisticas en cada cuadrante.

Por el contrario, la expresion del marcador CD71 se incrementa gradualmente

desde 42,2% hasta que, en el dia 11, se duplica la proporcién de células que lo expresan

(84 £ 2 %) (Figura 50.B). A partir de este momento se produce una reduccién en su

frecuencia, de manera concordante con el cambio a MePERef 11-34, que carece de

factores como la hidrocortisona, que puede retrasar la diferenciacion. En el dia 25 es

expresado por el 64 + 3 % de las células.

También mediante esta caracterizacion inmunofenotipica se corrobora una

maduracion eritroide progresiva, previamente evidenciada en los ensayos de formacion
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de colonias, ya que se observa la adquisicidén gradual de CD235a, desde un valor inicial
minimo de 3,2% hasta hacerse maximo en el dia 25 (65 + 2 %) (Figura 50.B).

En la Figuras 50.C y 50.D es posible ver que la poblacion celular progresa desde
un fenotipo no eritroide en el dia 0, con ausencia de co-expresion de ambos marcadores,
hasta un fenotipo predominantemente eritroide intermedio (CD71+*CD235a*) en el
dia 11, el cual se mantiene hasta el final del cultivo. Adicionalmente, se denota un
incremento en la proporcién de células eritroides maduras (reticulocitos y GRs) desde
el dia 18, hasta hacerse maximo el dia 25 (19 + 2 %). Este aumento se comienza a
producir luego del cambio final de medio de cultivo al medio de maduracion
MePERef 11-34.

Si bien mediante esta caracterizacion se comprob6 la proliferaciéon y produccion
eritroide, el porcentaje final de células maduras resulté bajo. De todos modos, es posible
afirmar que las células eritroides con un grado aun heterogéneo de maduracién, son la
poblacién predominante al final del cultivo (el porcentaje de leucocitos es minimo). La
predominancia de la poblacién celular eritroide desde el dia 18 fue evidenciada también
macroscépicamente, ya que las placas de cultivo presentaron depoésitos de células de
color rojo en el centro, al igual que los sedimentos celulares obtenidos por centrifugacién
(Figura 51.B).

Dia0

Fig. 51. Diferenciacion celular. A. Microscopias Opticas. Analisis morfolégico de las
células presentes en los cultivos en MePEOpt mediante tinciones de
May-Grinwald-Giemsa de cultivos representativos (dias 0, 21 y 28). Las barras
de escala indican 50 ym (magnificacién 1000X). B. Fotografia del pellet celular.
Pellet obtenido a partir de un cultivo representativo (D. 18).

Los resultados obtenidos fueron confirmados mediante andlisis morfolégico (por
tincion de May-Griinwald-Giemsa) de las células presentes en cultivo en MePEOpt los
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dias 0, 21 y 28, tal como se muestra en la Figura 51.A. Se evidencia que en el inicio de
los cultivos, las células se presentaron como MNCs agranulares basofilicas, de un
tamano relativamente homogéneo y ndcleos grandes. En el dia 21 y 28 la morfologia
celular predominante es la correspondiente a eritroblatos ortocromaticos (con nucleos
exceéntricos), reticulocitos y GRs. Sin embargo, en general exhiben mayor diametro que
los GRs humanos generados in vivo. Los leucocitos basofilicos fueron nulos o muy

€SCasos.

2.2.4.4. Cuantificacion de hemoglobina e indices de glébulos rojos

Para la cuantificacion de HGB y demés parametros de GRs mediante el método
automatico (contador hematolégico) se parti6 de una suspension celular de
147.500 céls. viables/ml. La misma se concentré6 mediante centrifugacion alrededor de
540 veces. A pesar del paso de concentracion, el andlisis reveld que la mayoria de los
pardmetros se encontraban en los limites del rango de cuantificacién del equipo, por lo
que los resultados aqui presentados constituyen una aproximacion. Asi, se determiné
mediante esta técnica que la suspensioén (en el dia 27) contenia de manera aproximada:

e GRs/ml: 74.000 (concentracion en la suspensién inicial)

e HGB: 0,1 g/dI

e Hematocrito: 0,5%

Con el objetivo de intentar mejorar la calidad de la determinacién de HGB en la
suspension, se emple6 el método manual de cianometahemoglobina modificado,
empleando la suspensién concentrada. Se procedié como se indica en la seccidon 4.3.2
de Materiales y Métodos, lo que permitié obtener la siguiente curva de Absorbancia en
funcion de la concentracién del estandar de HGB (Figura 52). En la zona de linealidad,
se calculé la ecuacién de la recta empleando el programa OriginLab. La concentracién
de las muestras se determin6 reemplazando el valor de absorbancia correspondiente a

cada una de ellas en la ecuacién calculada.
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Fig. 52. Cuantificacion de hemoglobina mediante el método de
cianometahemoglobina modificado.

La Ecuacion 17 constituye la ecuacién de la recta obtenida a partir del gréfico
anterior:
y = 0,03463 + 0,42316 x X (17)

El R?aj de la misma fue 0,998. La absorbancia media (n=2) obtenida para la
muestra concentrada fue de 0,114, por lo que la concentracién de hemoglobina en esta
suspension concentrada fue de 0,186 g/dl.

Con estos valores de concentracién de HGB vy los valores de concentracion de
GRs y de hematocrito estimados por el analizador automatico, se aproximé un rango de
valores para los parametros de VCM, HCM y CHCM, de acuerdo a las ecuaciones 8-10
indicadas en la seccion 4.3.1 de Materiales y Métodos. Los valores obtenidos (Tabla 24)
fueron:

Tabla 24. indices HCM, VCM y CHCM de las células eritroides generadas en cultivo en
MePEOpt evaluados por diferentes métodos.

HGB segun contador HGB segun método de

hematolégico cianometahemoglobina
g 25 46,5
HeM (cél.)
VCM (f1) 125 125
9 20 37,2
CHCM ( dl)

HCM (Hemoglobina celular media) es la masa promedio de HGB en los GRs. El
valor de referencia para los adultos es tipicamente 29 £ 2 pg/célula [169].

VCM (Volumen celular medio) se define como el tamafio de los GRs y los valores
normales son 87 £ 7 fl [169].
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CHCM (Concentracion de hemoglobina celular media) indica la cantidad de
hemoglobina por unidad de volumen. Correlaciona el contenido de hemoglobina con el
volumen celular y sus valores normales son 34 + 2 g/dl [169].

Los valores obtenidos para los pardmetros no se encuentran en los rangos
normales, pero esto puede deberse a que, como se mencioné previamente, los valores
calculados constituyen aproximaciones debido a la reducida concentracién de la
suspension celular. Sin embargo, también pudo haber ocurrido que alguna o un conjunto
de las condiciones de cultivo hayan afectado o inhibido parcialmente la normal

diferenciacion de las células eritroides.

163



164

Modificacion genética de HSPCs.
Desarrollo y analisis de cultivos de
células recombinantes



Resultados

3. MODIFICACION GENETICA DE LAS HSPCs CON LA SECUENCIA
DE hEPO. DESARROLLO Y ANALISIS DE CULTIVOS DE
CELULAS RECOMBINANTES

3.1. Construccion de vectores lentivirales para expresion en células
eucariotas

Con el objetivo de expresar las proteinas hEPO y GFP en HSPCs, se
construyeron vectores lentivirales de tercera generacibn como herramienta de
transferencia de material genético. Para tal fin fue necesario, como primer paso, clonar
las secuencias codificantes de cada una de las proteinas en vectores lentivirales de
transferencia, para luego llevar a cabo el ensamblado de particulas lentivirales y su

posterior titulacion.

3.1.1. Construccion del vector de transferencia pLV-EF1a-EPO

Mediante la modificacién genética de HSPCs con la secuencia de la EPO
humana se pretende estudiar si es posible lograr la sobreexpresién de esta hormona
por parte de las HSPCs y analizar los efectos de este enfoque sobre su crecimiento y
diferenciacién eritroide en ensayos in vitro. Asi, el objetivo principal es evaluar la
factibilidad de generar un sistema de células hematopoyéticas capaces de
autoabastecerse con factores de crecimiento (en este caso hEPO) para asi reducir el
consumo de los mismos en la produccion de células eritroides.

Inicialmente, para la construccion del vector pLV-EF1a-EPO se partié del vector
pLV-CMV-hEPO existente en nuestro laboratorio. Sin embargo, el promotor CMV se
reemplazo por el EF1a que, en general, permite una expresion robusta, constitutiva y
de largo plazo del gen de interés en tipos celulares en los cuales los promotores CMV
son frecuentemente silenciados, como es el caso de las HSPCs. El promotor se obtuvo
a partir del plasmido pLV-EF1a.

Para llevar a cabo el clonado, en una primera etapa se amplificé y purifico el ADN
de ambos vectores mediante una mini y maxipreparacion de ADN plasmidico, lo que
permiti6 obtener cantidad suficiente del acido nucleico, necesario para los pasos
siguientes.

A continuacién, se realiz6 la digestion secuencial de ambos vectores con las
enzimas de restriccion BamH| y Ndel. Los sitios de restriccion para estas enzimas de
digestion se encuentran flanqueando las secuencias de los promotores EF1ay CMV en
los vectores pLV-EF1a y pLV-CMV-hEPO, respectivamente. Por lo tanto, luego de la
digestion secuencial en cada caso se obtuvieron por un lado, los plasmidos sin promotor
y, por otro, los promotores. Para corroborar la eficiencia de la digestidn, se analizaron
los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (P/V). En la
Figura 53.A, en las calles 2, 3 y 4 pueden observarse los productos de digestién. La
calle 1 muestra el vector pLV-CMV-hEPO sin digerir, empleado como control de tamaro.
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La calle 2 evidencia la digestion adecuada del pLV-CMV-hEPQO, ya que se observa que
el vector linealizado presenta un retardo en la movilidad electroforética respecto del
vector no digerido presente en la calle 1 y concordante con el tamano del vector sin
promotor (9,7 kb); asimismo se observa un fragmento de bajo tamafo (0,5 kb
aproximadamente) correspondiente al promotor. En las calles 3 y 4, la digestién del
vector pLV-EF1a se efectud por duplicado para obtener de esta manera una mayor
cantidad de inserto. Las bandas superiores corresponden al vector y las inferiores al
promotor EF1a.

Posteriormente, los fragmentos de ADN correspondientes al vector
pLV-CMV-hEPO digerido, sin promotor, y al promotor EF1a (1.230 pb) se purificaron
desde el gel y se cuantificaron por lectura espectrofotométrica a A=260 nm para efectuar,
posteriormente, la ligacion y transformacion de células competentes. Siete de las ocho
colonias obtenidas en la placa de V+I resultaron positivas cuando se analiz6 la presencia
del inserto (EF1a) mediante reaccién de PCR de colonias, tal como se observa en la
Figura 53.B: en las calles 1 a 7 se observa una banda del mismo tamarno que el control
positivo de PCR presente en la calle 10. A partir de 4 de estos 7 clones
pre-seleccionados, se corrobord6 que dos de ellos contenian el inserto, mediante
amplificaciéon (miniprep) y posterior digestion con las enzimas Xhol y Ndel que liberan
un fragmento de 1.000 pb si el inserto se incorporé correctamente, tal como se observa
en la Figura 53.C, en las calles 5 y 7. Estos clones, se amplificaron y criopreservaron
a -70°C.

3.1.2. Construccion del vector de transferencia pLV-EF1a-GFP

Por otro lado, se llevé a cabo la construccién del vector pLV-EF1a-GFP ya que
la proteina verde fluorescente GFP, cuya expresion puede ser cualitativa vy
cuantitativamente determinada empleando citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia, fue empleada como sustituto de hEPO para controlar la factibilidad de
incorporacién de material genético con vectores lentivirales en HSPCs en las
condiciones experimentales que se probaron. En este vector la secuencia de GFP se
encuentra en el mismo contexto regulatorio que el gen de interés hEPO, por lo que
constituye una manera auxiliar para evaluar el éxito de un determinado evento de
transduccién con las herramientas disponibles en nuestro laboratorio.

Cabe aclarar que no es posible correlacionar directamente la eficiencia de
transduccién obtenida empleando un vector que codifica GFP con la eficiencia obtenida
con el vector lentiviral que codifica hEPO. Esto se debe a que los vectores lentivirales
pueden transducir porcentajes variables de células e integrar numeros variables de

copias del ADN en el genoma de la células blanco dependiendo de las condiciones

166



Resultados 167

experimentales tales como el protocolo de transduccion empleado, el nimero de
eventos, la preparacion del vector y la secuencia; adicionalmente, existen factores
celulares intrinsecos que pueden afectar los niveles de expresion del transgen,
particularmente en HSPCs, las cuales se sabe que tienden a limitar la eficiencia de

transduccion lentiviral.

A B

i _— . — — - G — v— - 12kb

2

Fig. 53. Electroforesis en geles de agarosa 1% (P/V): A. Digestién con enzimas de
restriccién. Analisis de los productos de digestién secuencial con las enzimas
BamH| y Ndel de: Calle 2, pLV-CMV-hEPO; Calles 3 y 4, pLV-EF1a. En la Calle
1 se muestra un control de pLV-CMV-hEPO sin digerir. Los fragmentos
purificados a partir del gel se indican con lineas punteadas. B. PCR. Screening
de colonias recombinantes: Carril 1 a 8, productos obtenidos partir de las
colonias recombinantes; carril 9, control de reactivos de PCR; carril 10, control
positivo de reaccion. C. Digestion con enzimas de restriccién. Productos de
digestién de los clones seleccionados con las enzimas Xhol y Ndel. Carriles 1,
3, 5y 7: productos de amplificacién digeridos; Carriles 2, 4, 6 y 8: productos de
amplificacién no digeridos.

Para generar el vector de expresion pLV-EF1a-GFP se empled el plasmido
pLV-CMV-GFP existente en el laboratorio. La secuencia del promotor CMV (538 pb) se
escindié mediante digestion secuencial con las enzimas Ndel y BamHI. Por otro lado, el
vector pLV-EF1a se tratd con las mismas enzimas para obtener la secuencia del
promotor EF1a (esta digestién fue la misma que la utilizada para el clonado de
pLV-EF1a-EPO). A continuacion, se analizo la identidad de los productos de digestion
(Figura 54.A), se purificaron el vector pLV-GFP (-CMV) y el inserto EF1a a partir del gel,
y con ambos se efectud una reaccion de ligacion y posterior transformacion, tal como

se indic6 para la obtencion del plasmido pLV-EF1a-EPO.
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Fig. 54. Electroforesis en geles de agarosa 1% (P/V): A. Digestién con enzimas de
restriccién. Andlisis del producto de digestién secuencial con las enzimas BamHI|
y Ndel. Calle 1, Marcador de masa molecular Bench Top Ladder 1 kb; Calle 3,
pLV-CMV-GFP. El fragmento purificado a partir del gel se indica con lineas
punteadas. B. Digestién con enzimas de restriccién de productos de miniprep.
Screening de colonias recombinantes por digestién con Ndel y Xhol. Carriles 1
a 19 y 21 a 25, productos de digestion; carril 20 y 26, Marcador de masa
molecular Bench Top Ladder 1 kb; carril 27, control de digestién con Ndel/Xhol
del vector pLV-CMV-GFP, que carece de sitios Xhol. C. Digestién con enzimas
de restriccion de productos de minipreps comercial. Analisis de los clones
pre-seleccionados a partir de B., con las enzimas Xhol y Ndel. Carril 1, Bench
Top Ladder 1 kb; Carriles 2 a 7, productos de amplificacién digeridos.

Seguidamente, se seleccionaron colonias individuales de la placa de
transformacién V+l (24 clones) y se incubd cada una de ellas en 5 ml de medio
LB-Ampicilina. Los cultivos se incubaron con agitacion a 37°C durante 16-20 h. Luego,
se purifico ADN plasmidico de las colonias recombinantes positivas, utilizando la técnica
tradicional de minipreparacién de ADN (seccidén 2.3.1.). Las minipreparaciones de los
clones seleccionados fueron digeridas con enzimas de restriccion (Xhol y Ndel) para
confirmar la presencia del inserto correspondiente. En este caso, la digestion con ambas
enzimas permitiria la liberacion de un fragmento de 1.000 pb. Sin embargo, el proceso
de purificacion del ADN plasmidico no fue muy eficiente y se encontr6 elevada
contaminacién con ARN; ademas, no se observaron bandas fuertes como producto de
la digestién, sino que se detectaron bandas muy débiles para el tamafo esperado. Por
esta razén, el ADN plasmidico de estos clones se volvié a purificar, pero esta vez
empleando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system (Promega) y se
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digirié nuevamente con las enzimas Xhol y Ndel. Por otro lado, el control de digestién
con pLV-CMV-GFP gener6 una banda del tamano esperado que evidencia que el vector
s6lo se cort6 con Ndel en un Unico sitio, de modo que el mismo se linealiz6 en el carril 27
(Figura 54.B). Una vez digeridos los productos de miniprep, se comprobd que los
6 clones resultaron positivos (carriles 2 a 7) ya que liberaron un fragmento de 1.000 pb
(Figura 54.C).

3.2 Produccion de los vectores lentivirales LVs EF1a-GFP y
LVs EF1a-EPO

Los vectores lentivirales de tercera generacion pseudotipados con la VSV-G
fueron generados por transfeccion transiente de células de la linea HEK-293T/17 con
cuatro plasmidos: pREV, pVSV-G, pMDL [154,155] y los vectores de transferencia
pLV-EF1a-EPO y pLV-EF1a-GFP, en cada caso, tal como se indica en el apartado 6.1
de Materiales y Métodos. Al cabo de 48 h post-transfeccion, los sobrenadantes celulares
se cosecharon y clarificaron por centrifugacién a baja velocidad vy filtracion (0,45 um).
Finalmente, se almacenaron a -70°C, en el caso de los LVs EF1a-GFP, hasta su
utilizacién para transduccion de las células y, en el caso de los LVs EF1a-EPO, hasta
su concentracién por centrifugacién a 65.000 g durante 3 h (apartado 6.2 de Materiales
y Métodos).

3.2.1. Titulacion de los vectores lentivirales

Una vez obtenidos los lotes de particulas LVs, las mismas debieron ser
caracterizadas para determinar su titulo fisico. Asi, para la determinacion del titulo de
alicuotas de las particulas lentivirales se empleé el kit de titulacion QuickTiter Lentivirus
Titer Kit (Cell Biolabs, Inc.). Este kit fue disefiado para detectar unicamente la proteina
p24 del virus del VIH que se encuentra asociada a particulas. La titulacion se efectud a
partir de un estandar de proteina p24 recombinante provisto con el kit. Con esta
metodologia se calcula el titulo fisico (cantidad de proteina p24 del virus VIH-1 asociada
a particulas lentivirales ensambladas), expresandolo en particulas lentivirales por
mililitro (LPs/ml). Este valor no es el titulo correspondiente a unidades de transduccién,
generalmente expresado en UT/ml, para lo cual es necesario llevar a cabo un método
gue cuantifique las particulas lentivirales con capacidad de transducir eficientemente las
células de interés. De todas formas, el titulo de transduccion se puede aproximar
(aunque varia entre diferentes tipos de células) teniendo en cuenta que por lo general
10 UT/ml corresponden a 108-10° LPs/ml. Los titulos obtenidos para los dos lotes de
lentivirus producidos se detallan en la Tabla 25 y fueron obtenidos a partir de la curva
de absorbancia del estandar (a longitud de onda de 450 nm) en funcion de su
concentracion (ng/ml), que se indica en la Figura 55.
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Fig. 55. Titulacion de vectores lentivirales.

La Ecuacion 18 describe la regresion lineal obtenida a partir del rango de

concentraciones indicado en la Figura 55 (rango lineal).
y = 0,1063 + 0,0519 x X (18)

El R?aj de la misma fue 0,99.

Tabla 25. Titulo de particulas lentivirales de los LVs EF1a-GFP y LVs EF1a-EPO (tanto
concentrados como no concentrados)

Concentracion de proteina p24 Titulo fisico  Titulo de transduccion

LVs asociada a LPs (hg/ml) (LPs/ml) aproximado (UT/ml)
LVs EF1a-GFP 70,5 8,8 x108 8,8x10% - 8,8 x108
LVs EF1a-EPO 20,4 2,5 x108 2,5x10% - 2,5 x108
LVs EF1a-EPO 808,6 1 x1010 1 x107 - 1 x108
(concentrado por
centrifugacion)

De esta manera, es posible comprobar que los vectores fueron exitosamente
ensamblados y que el vector LVs EF1a-EPO se concentré aproximadamente 40 veces.

3.3. Desarrollo y optimizacion de un protocolo de modificacion
genética de HSPCs empleando LVs
3.3.1. Optimizacion de la suplementacion del medio de transduccion

Debido a la existencia de multiples factores intrinsecos y extrinsecos que dictan
la eficiencia de transduccion celular, se decidié establecer un conjunto de condiciones
que resulten adecuadas para la modificacion genética de las HSPCs en particular, en
funcién de sus propiedades: crecimiento en suspension, tendencia a limitar la eficiencia
de transduccién lentiviral, quiescencia y replicacion celular inducida por citoquinas

tempranas como hSCF e hlL-3.
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Con este fin se utilizaron los LVs EF1a-GFP, de modo que los niveles de
expresion y la proporcion de HSPCs modificadas pudieron ser facilmente determinados
por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

En primer lugar se gener6 un disefio experimental con el objeto de encontrar las
concentraciones de citoquinas en el medio de transduccion (MT) que favorezcan la
transduccién lentiviral y, adicionalmente, permitan mantener la viabilidad celular. Por
limitaciones en el consumo de reactivos, se realizd un diseno D-optimal a dos niveles,
en el cual los factores analizados fueron la concentracion de hSCF y la concentracién
de hIL-3 en el MT con las siguientes restricciones:

e 5 ng/ml < [hSCF] + [hIL3] < 50 ng/ml

e 0 ng/ml < [hIL3] < 20 ng/ml

e 0 ng/ml < [hSCF] < 50 ng/ml

Las respuestas analizadas fueron: R1, % de células GFP*; R2, intensidad de
fluorescencia media de GFP y R3, numero de células viables. De este modo, el software
Design Expert sugiri6 11 corridas experimentales con combinaciones aleatorias de
niveles de los factores que cumplan con las restricciones indicadas en relacion a la
suplementacion del MT. A estas 11 corridas se adicionaron dos més correspondientes
a un control de transduccion sin citoquinas y un control de transduccion negativa (sin
LVs). Las corridas realizadas se resumen en la Tabla 10 de la seccion 6.4 de Materiales
y Meétodos.

El procedimiento experimental involucrd inicialmente la purificacion de las
HSPCs mediante dos pasos sucesivos de Sl positiva. Sin embargo, al finalizar el
segundo paso de seleccidn solo se obtuvieron 90.000 células totales con un 80,2% de
pureza (CD34%), lo que hacia inviable realizar los 13 cultivos. De este modo, para
incrementar el nimero celular y favorecer la integracion de las secuencias lentivirales
en el genoma celular se llevé a cabo una pre-incubacién de las HSPCs purificadas en
medio con citoquinas tempranas (hIL-3 5 ng/ml y hSCF 50 ng/ml) durante 4 dias.

A continuacion se iniciaron los 13 cultivos con las combinaciones de factores
para suplementar el MT indicadas por el software. El nUmero inicial de células totales
fue de 44.000, es decir aproximadamente 35.000 céls. CD34+* totales.

Dada la experiencia previa, en la cual no se habian hallado buenas eficiencias
en suspension empleando IMDM basal como medio de transduccion, se decidié generar
un nuevo medio. EI mismo consisti6 en una dilucion del medio semisdélido con
metilcelulosa basico en las siguientes proporciones: LVs:IMDM basal:medio semisélido
bésico (2:1:1) y se denomind Medio de Transduccién (MT). Asimismo, la MOI constante
empleada para esta optimizacién fue de 5 UT/ml y el volumen de transduccién fue de
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300 pl finales en placas de 24 pozos, de modo de incrementar la relacidon
superficie/volumen para favorecer el contacto LVs-HSPCs.

Al finalizar las 72 h de incubacién con los LVs, se evaluaron las tres respuestas
mencionadas y se obtuvieron los resultados que se observan en la Tabla 26. Los
mismos se analizaron con el software Stat- Ease Design Expert 7.0.0. La Figura 56
muestra histogramas representativos correspondientes al analisis citométrico de
algunas de las corridas experimentales.

Tabla 26. Resumen de cada una de las corridas experimentales realizadas para
optimizar la suplementacion con citoquinas del MT (disefio D-optimal). Se indican el orden
estandar, orden de corrida y concentraciones a evaluar de cada uno de los factores. También se
muestran los valores obtenidos para las tres respuestas analizadas luego de las 72 h de

transduccion: R1, Porcentaje de células GFP+; R2, intensidad media de fluorescencia y R3,
namero de células viables, segun el orden de corrida (Ord. Corrida).

F1 F2 R1 R2 R3
Ord. Ord. hSCF hIL-3 Céls. GFP* Intensidad media Numero de
Est. Corrida fluorescencia céls. viables
ng/ml ng/ml %
5 1 50,0 0,0 16,0 90,8 18.750
8 2 16,0 14,5 47,0 368,9 41.250
3 3 0,0 5,0 43,1 182,1 18.750
6 4 30,0 20,0 49,4 334,2 68.750
4 5 0,0 20,0 45,6 267,7 21.250
1 6 20,0 0,0 13,0 78,5 22.500
2 7 28,5 9,5 454 301,5 37.500
7 8 0,0 12,5 47,9 238,4 22.500
9 9 43,3 6,7 440 253,1 33.750
10 10 17,0 9,0 428 2540 41.250
11 11 30,0 20,0 48,2 322,4 55.000
- Sin LVs 20,0 0,0 0,3 64,6 16.250
- Sin citoquinas 0,0 0,0 7,1 37,1 7.500
o Control no transducido i Control sin citoquinas . Corrida 1 . Corrida 5
60 I i 60+ H 60
0,3% 7.4% 16,3% 45 9%
40 40 40
[+ ] [
gé 20 20 " I‘
E % (- —— T 0 byt e —r T T ()~ R R Ly er—rrrrrey s
=z 10e0  10ed 10e2 10e3 i0ed4 10e0  10ei 10e2 10e3 10ed  10e0  10ed 10e2 103 10ed4  {0e0  10ei 10e2 10e3 10e4

GFP

Fig. 56. Citometrias de flujo. Histogramas representativos (Nimero de eventos vs.
Intensidad media de fluorescencia verde) obtenidos mediante el andlisis de
diferentes corridas (72 h). En cada uno de ellos se indica la poblaciéon GFP+y la
frecuencia correspondiente.
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Como puede observarse al contrastar las respuestas obtenidas para las corridas
1 a 11 con la corrida sin citoquinas, la incorporacion de estos factores de crecimiento en
el MT es realmente necesario ya que su ausencia se correlaciona con una reduccion
importante en el numero de células viables y en el porcentaje de células que expresan
la proteina de interés, luego de la transduccion.

Las evaluaciones estadisticas se llevaron a cabo del mismo modo en que se
efectuaron los analisis en el programa Stat-Ease Design Expert 7.0.0 Software para
optimizar la composicion del medio de expansion para la produccion de células

eritroides.

3.3.1.1. Respuesta 1: Porcentaje de células GFP*

En el caso de la R1, el modelo sugerido por el software fue el modelo cuadratico.
Para éste la significancia dada por el p-valor fue de 0,0005, la falta de ajuste presento
la menor significancia entre todos los modelos propuestos (p-valor=0,33) y el R2aj fue
de 0,98.

Luego de seleccionar los términos de manera manual, se realizé el ANOVA
(Tabla 27), que indicé una elevada significancia del modelo (p-valor<0,0001), de la
misma manera que los términos individuales incluidos en el mismo: hSCF, hIL-3 y
(hIL-3)2. La Falta de Ajuste también resulté no significativa respecto del error puro
(p-valor=0,31) y el R2aj del modelo fue de 0,98. De esta manera la ecuacion final del
modelo para la R1 (Ecuacién 19) fue:

Células GFP* (%) = 10,28072 — 0,13218 x hSCF + 4,85336 x hIL3 — 0,15648 x hIL3? (19)

Tabla 27. Analisis de la varianza (ANOVA) para el modelo cuadratico seleccionado para
la Respuesta Porcentaje de células GFP+ (optimizacion de factores para la transduccion de
HSPCs).

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado F- p-valor
cuadrados  Libertad medio Valor
Modelo 1632,27 3 544,09 160,12 < 0,0001  Significativo
hSCF 32,30 1 32,30 9,50 0,0216
hiL-3 1203,03 1 1203,03 354,03 < 0,0001
(hIL-3)? 489,00 1 489,00 143,91 < 0,0001
Residual 20,39 6 3,40
Falta de Ajuste 19,67 5 3,93 5,46 0,3134 No
significativa
Error puro 0,72 1 0.72
Suma de 1652,66 9

cuadrados total
corregida
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Asimismo, se comprob6é el cumplimiento de los supuestos del ANOVA
analizando los residuos derivados de los datos experimentales. Dichos analisis se
muestran en la Figura 57.

Residuos internamente >
studentizados
"
% Probabildiad Normal
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Fig. 57. Analisis de residuos. Estudio del cumplimiento de los supuestos del ANOVA 'y
de la influencia estadistica para R1: A. Grafico de residuos internamente
studentizados en funcién del orden de corrida (independencia); B. Grafico de
porcentaje de probabilidad normal en funciéon de los residuos internamente
studentizados (normalidad); C. Grafico de residuos internamente studentizados
en funcién del valor predicho (homocedasticidad); D. Grafica de DFBETAS en
funcion del orden de corrida (observaciones influyentes).

Finalmente en la Figura 58 se observan los graficos 3D de superficie de
respuesta. Como se evidencia, hSCF afecta linealmente la R1, mientras que se observa
una relacién de tipo cuadratica entre la respuesta y los niveles de hlL-3.
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Fig. 58. Modelo de superficie de respuesta (RSM). Modelo generado a partir del
andlisis de los datos experimentales obtenidos para la Respuesta Porcentaje de
células GFP-.

3.3.1.2. Respuesta 2: Intensidad media de fluorescencia

El modelo sugerido por Design Expert para R2 también fue el cuadratico. Para
éste, el p-valor fue de 0,0156, la falta de ajuste presentd la menor significancia entre
todos los modelos propuestos (p-valor=0,1937) y el R?aj fue de 0,91.
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Luego de seleccionar los términos de manera manual, se realizé el ANOVA
(Tabla 28), que indico una elevada significancia del modelo (p-valor=0,0002), de la
misma manera que los términos individuales que se incluyeron, y que son los mismos
que resultan significativos en el modelo de la R1. La Falta de Ajuste fue no significativa
respecto del error puro (p-valor=0,2) y el R2aj del modelo fue de 0,9, lo que indica que
se obtuvo un modelo adecuado para la respuesta. De esta manera la ecuacion final del

modelo para la R2 (Ecuacion 20) fue:

Intensidad media de fluorescencia verde =
32,19643 — 1,48482 x hSCF + 32,06829 x hIL3 — 0,97864 x hIL3? (20)
Tabla 28. Analisis de la varianza (ANOVA) para el modelo cuadratico seleccionado para

la Respuesta Intensidad media de fluorescencia verde (optimizacion de factores para la
transduccion de HSPCs).

Fuente Suma de Grados de Cuadrado F- p-valor
cuadrados Libertad medio Valor
Modelo 82567,50 3 2752250 31,62 0,0002  Significativo
hSCF 5465,97 1 5465,97 6,28 0,0406
hiL-3 75854,78 1 75854,78 87,15 < 0,0001
(hIL-3)? 19126,37 1 19126,37 21,97 0,0022
Residual 6092,76 7 870,39
Falta de Ajuste  6023,73 6 1003,96 14,54 0,1981 No
significativa
Error puro 69,03 1 69,03
Suma de 88660,26 10
cuadrados total
corregida

Asimismo, se comprobé el cumplimiento de los supuestos del ANOVA
analizando los residuos derivados de los datos experimentales. Dichos analisis se
muestran en la Figura 59.
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Fig. 59. Analisis de residuos. Andlisis del cumplimiento de los supuestos del ANOVA y
de la influencia estadistica para R2: A. Grafico de residuos internamente
studentizados en funcion del orden de corrida (independencia); B. Gréafico de
porcentaje de probabilidad normal en funcion de los residuos internamente
studentizados (normalidad); C. Grafico de residuos internamente studentizados
en funcién del valor predicho (homocedasticidad); D. Grafica de DFBETAS en
funcioén del orden de corrida (observaciones influyentes).

Finalmente en la Figura 60 se observa el grafico 3D de superficie de respuesta.
Nuevamente, se observa la dependencia lineal con la concentracién de hSCF y
cuadrdtica con la concentracién de hiL-3. Sin embargo, este RSM muestra una regién
optima mas acotada en relacién a la que se obtuvo para la R1.

Intensidad media GFP

B: IL3 0000

Fig. 60. Modelo de superficie de respuesta (RSM). Modelo generado a partir del
andlisis de los datos experimentales obtenidos para la Respuesta Intensidad
media de fluorescencia verde.

Debido a que los factores que regulan el nivel de expresion de una determinada
proteina derivada de un transgen son varios, e incluyen el/los punto/s particulares del
genoma donde la secuencia se ha incorporado, asi como los elementos de regulacion
transcripcional, post-transcripcional y traduccional, se espera que la reproducibilidad de
esta respuesta sea muy baja. Por lo tanto, su optimizacion tiene menor peso que la
optimizacion de R1 y de R3.
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3.3.1.3. Respuesta 3: Numero de células viables

En este caso, el modelo con mayor significancia indicado por Design Expert para
R3 fue el de dos factores con interaccion. Para éste, el p-valor fue de 0,003, la falta de
ajuste presentd un p-valor de 0,8992 y el R2aj fue de 0,87.

Luego de seleccionar los términos de manera manual, se efectué el ANOVA
(Tabla 29), que indic6 una elevada significancia del modelo (p-valor=0,0005), de la
misma manera que los términos individuales que se incluyeron: hSCF, hIL-3 vy
hSCF x hIL-3. La Falta de Ajuste fue no significativa respecto del error puro (p-valor=0,9)
y el R2aj del modelo fue de 0,87, lo que indica que se obtuvo un modelo adecuado para
la respuesta. De esta manera la ecuacion final del modelo para la R3 (Ecuacion 21)
resulto:

Numero de células viables =
23.539,2 — 114,84 x hSCF — 17,32 x hIL3 + 70,56 x hSCF x hiL3 (21)
Tabla 29. Analisis de la varianza (ANOVA) para el modelo de dos factores con

interaccién seleccionado para la Respuesta Numero de células viables (optimizacion de factores
para la transduccion de HSPCs).

Fuente Sumade  Gradosde Cuadrado F- p-valor
cuadrados Libertad medio Valor
Modelo 2,4 x10° 3 8 x 108 22,9 0,0005 Significativo
hSCF 9,1 x 108 1 9,1 x 108 25,9 0,0014
hiL-3 1,6 x 10° 1 1,6 x 10° 44,7  0,0003
hSCF x hIL-3 6,9 x 108 1 6,9 x 108 19,8  0,0030
Residual 2,4 x 108 7 3,5x 107
Falta de Ajuste 1,5x 108 6 2,5x107 0,3 0,8992 No
significativa
Error puro 9,4 x 107 1 9,4 x 107
Suma de 2,6 x 10° 10
cuadrados total
corregida

Asimismo, se comprobd el cumplimiento de los supuestos del ANOVA como se
muestra en la Figura 61.
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Fig. 61. Analisis de residuos. Estudio del cumplimiento de los supuestos del ANOVA y
de la influencia estadistica para R3: A. Gréfico de residuos internamente
studentizados en funcion del orden de corrida (independencia); B. Gréafico de
porcentaje de probabilidad normal en funciéon de los residuos internamente
studentizados (normalidad); C. Grafico de residuos internamente studentizados
en funcién del valor predicho (homocedasticidad); D. Grafica de DFBETAS en
funcioén del orden de corrida (observaciones influyentes).

Finalmente en la Figura 62 se observa el grafico 3D de superficie de respuesta
para R3. Se observa la dependencia lineal con la concentracién de ambos factores, pero
también con la interaccion de ambos, lo que se evidencia por la presencia de una
elevacion en la diagonal de la superficie, al aumentar la concentracién de hIL-3 y hSCF.
A partir de esta superficie se puede prever que exista un valor éptimo de la respuesta
que se encuentra por fuera del rango experimental explorado.
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Fig. 62. Modelo de superficie de respuesta (RSM). Modelo generado a partir del
andlisis de los datos experimentales obtenidos para la Respuesta NUumero de
células viables (luego del periodo de transduccion).

3.3.1.4. Localizacion de las condiciones 6ptimas

En las graficas 3D correspondientes a las R1 y R2 se evidencia que existe una
zona oOptima de operacion y no un punto, mientras que el RSM de la R3 muestra una
posicidon mas puntual del maximo o una zona mas restringida, que parece localizarse en
un punto esquina de la superficie. Asi, el paso siguiente implicé seleccionar el mejor

conjunto de condiciones desde el punto de vista operacional que permita obtener una
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solucién de compromiso con los criterios que se requieren para cada variable y
respuesta del sistema. Con este objetivo de optimizacién simultanea, se emple6 la
funcion Deseabilidad con vistas a optimizar las condiciones de transduccion de las
HSPCs con particulas lentivirales, luego de establecer las restricciones que se indican
en la Tabla 30. El programa brind6 una lista de posibles soluciones que cumplen con los
criterios establecidos (y que presentaban valores de deseabilidad mayores a cero); se
escogié aquél conjunto de condiciones que presentd el valor mas elevado de
Deseabilidad.

El paso final en esta optimizacion de mdultiples respuestas fue obtener una
prediccién de los valores que pueden adquirir las diferentes respuestas cuando se aplica
la combinacién 6ptima de los factores, usando modelos de ajuste (Tabla 31).

Tabla 30. Conjunto de restricciones establecidas para realizar la optimizacion basada en
la funcién deseabilidad en funcion de las limitantes practicas y los resultados esperados.

Restricciones

Factor Objetivo Limite Inferior Limite Superior Importancia
hSCF (ng/ml) en rango 0 50 3
hiL-3 (ng/mi) en rango 0 20 3
Células GFP* (%) maximizar 13,0 55 4
Intensidad media de GFP maximizar 78,5 500 3
Ndmero de células maximizar 18.750 100.000 3
viables

La solucion obtenida fue:

Tabla 31. Prediccion puntual de las respuestas cuando se aplican los niveles optimizados
de los factores. También se indica el valor de Deseabilidad para esta solucién

hSCF hiL-3 Pred. Células Pred. Intensidad Pred. Nomero de Deseabilidad
(ng/ml) (ng/ml) GFP+ (%) media de GFP células viables

33 17 51,9 343,6 59.016 0,68

3.3.2 Eleccion de la multiplicidad de infeccion (MOI)

Luego de establecer las condiciones de suplementacion del MT mas adecuadas
empleando una MOI constante de 5 UT/cél., se decidid evaluar la posibilidad de
incrementar la misma para obtener mayores frecuencias de células transducidas. De
esta manera, se evalu6 una MOI superior de 10 UT/cél. y otra MOI de 4 UT/cél., muy
similar a la empleada para la optimizaciéon del medio.

Para ello, en primer lugar, se purificaron HSPCs a partir de una muestra de MNCs
del banco celular de trabajo. Si bien el porcentaje de pureza de las HSPCs CD34* no
fue superior a 80% como en experimentos previos, sino que resultd ser 50,2%, se

consider6 igualmente apropiado para efectuar este ensayo de screening. Luego de la
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separacion las células se cultivaron durante 4 d en medio de pre-incubacién para
estimular su proliferacion y favorecer la incorporacion del transgen.

Los resultados obtenidos para las transducciones realizadas con las dos MOI,
asi como con el control negativo sin LVs se muestran en la Figura 63, donde también
se indica la expansion de células viables durante el periodo de transduccion. Como
puede observarse, la mayor expansion durante estas 72 h se produce para las células
gue no son expuestas a los LVs, sin embargo, es importante destacar que en los cultivos
tratados con LVs no ocurre muerte celular, sino que la viabilidad fue en los dos casos
mayor a 95%. Sin embargo, las células tratadas con dos MOI diferentes no presentan
una gran diferencia en la expansion celular lograda y el nimero de células se mantiene
aproximadamente constante. Del mismo modo, tampoco se observan diferencias en el
porcentaje de células transducidas (GFP*) (37,8% con una MOI de 4 UT/cél. y 36,7%
con una MOI de 10 UT/cél.) o en el nivel de expresion de la proteina, dado por la
intensidad de fluorescencia. Por este motivo, se decidié continuar trabajando con la
menor MOI (4 UT/cél.) para evitar la utilizacion de mayores volumenes de particulas

lentivirales.
Sin LVs MOI= 4 UT/cél. MOI= 10 UT/cél.
Expansion de céls.
viables (veces) 2,4 1 1.4

8 “Teeo 036 62,2 s | 633 36,7
§ 500 201
[3)
% 300 - 0] i
2
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S
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Fig. 63. Citometrias de flujo y amplificacion celular. Resultados obtenidos para la
seleccion de MOI: la grafica muestra la expansion de células viables y la
frecuencia de células GFP+ (histogramas de frecuencias) obtenidas en las
condiciones: sin LVs, con LVs MOI 4 UT/cél y con LVs MOI 10 UT/cél. En cada
histograma se indican las poblaciones positiva (derecha) y negativa (izquierda),
asi como los porcentajes de cada una de ellas.

3.4. Desarrollo y analisis de cultivos de células recombinantes

3.4.1. Ensayo preliminar de formacion de colonias en medio semisélido
empleando células recombinantes

Este experimento inicial de transduccién de las HSPCs con LVs EF1a-EPO vy
posterior cultivo fue llevado adelante previamente a la optimizacién del protocolo de
transduccidn, razén por la cual las condiciones empleadas fueron diferentes. Asimismo,
por ser una primera aproximacion, se emplearon HSPCs derivadas de SP como fuente
celular de partida y las pruebas se efectuaron por uniplicado.
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Para realizar la transduccion con los LVs EF1a-EPO, las HSPCs separadas
fueron pre-incubadas en medio MePERef 0-7 durante 7 dias; a continuacion, se efectud
un Unico evento de transduccién en MT suplementado con hIL-3 20 ng/ml, con una MOI
de 4 UT/cél., durante 72 h.

El paso siguiente fue investigar el efecto de la transduccion con estos LVs sobre
la capacidad clonogénica de las HSPCs, asi como evaluar la capacidad de las células
modificadas de producir hEPO y su efecto sobre la diferenciacién eritroide, comparando
esto con el efecto de la EPO comercial (EPOc). De esta manera, las HSPCs modificadas
con la secuencia de EPO (eHSPCs) y las HSPCs no modificadas (hmHSPCs) se lavaron
y se transfieron desde el MT suplementado a medio de cultivo semisélido basico
(HSC-CFU) suplementado con hlL-3 5 ng/ml y hSCF 50 ng/ml, tanto en presencia como
en ausencia de EPOc (3 Ul/ml). Luego de 8 d, se analizd el porcentaje de colonias
eritroides (CFU-E y BFU-E), el nimero total de colonias y la concentracion de hEPO en
el sobrenadante.

El ensayo preliminar mostré que el desarrollo de colonias eritroides fue mayor
para las eHSPCs, cultivadas con y sin EPOc (62% y 70% sobre el total de colonias,
respectivamente), mientras que las nmHSPCs s6lo desarrollaron colonias en cultivos
suplementados con EPOc (16,3% de colonias eritroides sobre el total) (Tabla 32). En
los cultivos sin EPOc de nmHSPCs sélo se observaron pequenos agregados celulares
de 2-8 células (Figura 64).

La diferenciaciéon eritroide incrementada observada para las eHSPCs se
correlaciond con mayores concentraciones de hEPO en los sobrenadantes de cultivo
(7 ng/ml para cultivos con EPOc y 5 ng/ml para cultivos sin EPOc), determinadas por
ELISA sandwich amplificado (apartado 6.6.1 de Materiales y Métodos). Sin embargo, la
cuantificacion de hEPO no fue posible en los cultivos de nmHSPCs ya que su
concentracion se encontré6 por debajo del limite de deteccion de la metodologia
(Tabla 32).

Nuestra hipotesis fue que la transgénesis lentiviral de las HSPCs con el gen de
hEPO permitiria que las células produzcan y secreten la hormona en el medio de cultivo.
Esto reduciria el uso de este factor de crecimiento como suplemento del medio de cultivo
y podria ser empleado en procesos destinados a producir células eritroides. Asi, estos
resultados preliminares, ademas de demostrar la factibilidad de transducir HSPCs con
los LVs EF1a-EPO producidos, sin que esto afecte su capacidad clonogénica, sentaron
las bases para apoyar nuestra hipétesis y continuar investigando en cultivos en

suspension.
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Tabla 32. Ensayo de formacién de colonias de células no modificadas y modificadas con
la secuencia de hEPO. Evaluacion de la capacidad clonogénica, la diferenciacion eritroide y la
concentraciéon de hEPO en los sobrenadantes de cultivo luego de la transduccion lentiviral. Los
resultados se presentan para los cultivos de eHSPCs y nmHSPCs en presencia y ausencia de
EPOc (3 Ul/ml)

nmHSPCs eHSPCs
Sin EPOc  Con EPOc Sin EPOc Con EPOc
Numero total de colonias n.d. 257 501 406
Colonias eritroides (%) n.d. 16 70 62
Concentracion de EPO en n.d. n.d. 5 7

sobrenadantes de cultivo (ng/ml)
n.d. indica no detectable

Fig. 64. Microscopias Opticas. Imagenes representativas de colonias crecidas en
diferentes condiciones de cultivo. A. Células no modificadas en medio sin EPOc;
la imagen no muestra una colonia tipica, sino un pequeno agregado celular. Los
paneles B a D muestran colonias CFU-E obtenidas en cultivos de B. Células
modificadas con LVs EF1a-EPO sin EPOc; C. Células no modificadas cultivadas
en medio con EPOc y D. Células modificadas con LVs EF1a-EPO en medio con
EPOc. Las escalas indican 20 ym (magnificacién 100x).

3.4.2. Cultivos en suspension de células recombinantes

3.4.2.1. Purificacion de HSPCs y desarrollo de los cultivos

Inicialmente se separaron las HSPCs a partir de suspensiones de MNCs
derivadas de tres muestras de SCU, mediante el descongelado de crioviales del banco
celular de trabajo. Se obtuvieron, primero, tres suspensiones de MNCs: M1, con
1,1x108 céls. viables y 95% de viabilidad; M2, con 1,9x108 céls. viables y 98% de
viabilidad; y M3, con 1,6x10® céls. viables y 99% de viabilidad. De este modo, se
recuperaron 4,5x108 MNCs viables totales.

En este protocolo no se efectué tratamiento con Benzonasa. En este caso,
debido a que el numero de MNCs totales a sembrar en las columnas MS seria superior
a 2x10% MNCs, cada una de las muestras por separado se incubé con 100 ul de cada
reactivo de marcacion y se separdé en una columna (es decir, se emplearon tres
columnas para realizar la purificacion de HSPCs).

Al finalizar, se analizd la recuperacion celular por recuento en camara de

Neubauer de cada una de las fracciones R. Se obtuvieron, para la fraccion R1,
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6,2x10° céls. viables totales (esto es, 5.760 céls. viables/10® MNCs); para la fraccion R2,
7,9x10° céls. viables totales (esto es, 4.230 céls. viables/10® MNCs); y, para la fraccion
R3, 9,7x10° céls. viables totales (es decir, 6.220 céls. viables/10% MNCs).

La pureza se determind a partir del pool de células retenidas de las tres
purificaciones, resultando 95% (Figura 65). Puesto que fue mayor a 80%, no fue
necesario efectuar un paso posterior de purificacién y las mismas se emplearon como

fuente celular para iniciar los cultivos de células recombinantes.

30

14,61 954

20 =

Numero de eventos

P T T T 3. Ty 4. Ty
1] 10 10 10

CD34-APC

Fig. 65. Citometria de flujo. Histogramas (Numero de eventos vs. Intensidad de
fluorescencia de eventos marcados con anti hCD34-APC) obtenidos a partir del
andlisis de la fraccion R. El histograma verde representa el anticuerpo
monoclonal (mAb) relevante y el gris representa el control. Las estadisticas
mostradas corresponden a la muestra de interés marcada con el mAb relevante.
La pureza resulté ser de 95%, por lo cual fue empleada como fuente celular para
iniciar los cultivos de células recombinantes.

Una descripcién detallada del procedimiento realizado para los cultivos en
suspension se encuentra en la seccion 6.5.2 de Materiales y Métodos. Brevemente,
luego de preparar el pool de progenitores y evaluar su pureza, éste fue pre-estimulado
(dias -8 a -3, ya que se consideré como dia 0 el dia en que se iniciaron los cultivos con
las células transducidas) para la posterior transduccion lentiviral (que se describe en el
apartado 3.4.2.2 de esta seccion) (Figura 66).

A continuacién, los cultivos de nmHSPCs y de eHSPCs (n=3 en cada caso,
donde cada réplica bioldgica derivd de un evento de transduccion independiente) se
llevaron a cabo en dos pasos, empleando diferente suplementacion en cada uno de ellos
(Figura 66):

e Para las nmHSPCs, en el primer paso (E. 1), que comprende la primera
semana de cultivo, 75.000 céls./ml fueron cultivadas en MePERef 0-7 que incluy6
EPOc 3 Ul/ml (22,6 ng/ml). En el segundo paso (E. 2), que comprendié los dias 7 a 18,
las células fueron cultivadas en MePERef 11-34 con EPOc (EPOc (+)). En este medio
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las células se resuspendieron a una densidad de 450.000 céls./ml en el dia 7 y a una
densidad de 750.000 céls./ml en el dia 11.

e Para las eHSPCs el protocolo de cultivo fue idéntico, excepto que para estas
células, el medio de cultivo no se suplement6é en ninguna de las etapas con EPOc
(EPOc (-))

e Las nmHSPCs también fueron cultivadas en EPOc (-) como control adicional
de cultivo.

Para llevar a cabo el seguimiento de los cultivos, se tomaron muestras de los
mismos en los dias 0, 7, 11, 15 y 18, para efectuar analisis morfolégicos (Tincién de
May-Grinwald-Giemsa), determinacion de la expansion celular (por recuento en camara

de Neubauer) y, finalmente, caracterizacion inmunofenotipica (citometria de flujo).

Densidad inicial:
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tir::;cién l ‘ ’\_‘.._‘ —
es &UH i ; il =
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Fig. 66. Representacion esquematica de la estrategia de trabajo. Esquema grafico
del proceso de pre-incubacién, transduccién y cultivo en dos etapas de HSPCs
recombinantes y no modificadas, en el cual se indican los andlisis realizados en
cada paso.

3.4.2.2. Transduccion lentiviral

Luego de 5 d de pre-estimulacién, se transdujeron las HSPCs con
LVs EF1a-EPO (eHSPCs). También se realizaron controles de células no modificadas
(nmHSPCs), en las cuales no se adicioné vector lentiviral, y de células transducidas con
LVs EF1a-GFP (gfpHSPCs). Las transducciones se llevaron a cabo en StemMACS
HSC-CFU basico 25% (V/V) en IMDM 25% (V/V)-LVs 50% (V/V) (MT) suplementado
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con hIL-3 17 ng/ml y hSCF 33 ng/ml a una MOI de 4 UT/cél. (se ejecutaron tres
experimentos de transduccién independientes en cada caso).

Luego de una exposicion de tres dias a los vectores lentivirales, las nmHSPCs y
las eHSPCs se lavaron dos veces con medio basal y se resuspendieron en el medio de
cultivo correspondiente (MePERef 0-7 con EPOc y MePERef 0-7 sin EPOc,
respectivamente). Las gfpHSPCs se lavaron dos veces con IMDM y se resuspendieron
en PBS para ser analizadas por citometria de flujo y asi evaluar la factibilidad de
transduccién en las condiciones empleadas. La citometria de flujo revel6 que el
29,2 + 0,2 % de las células expres6 la GFP (Figura 67).

200 70,7% 29,3%
150-}

100

Numero de eventos

504

Fig. 67. Citometria de flujo. Analisis del control de gfpHSPCs en el cual la GFP fue
empleada como sustituto para estimar la factibilidad de transferencia del material
genético. El histograma muestra el porcentaje de células GFP+ para un
experimento de transduccién representativo. En gris se presenta el control de
células no transducidas y en verde, la fluorescencia correspondiente a las
ofpHSPCs. Las estadisticas mostradas corresponden a esta Ultima muestra.

3.4.2.3. Evaluacion de la expansion celular

Las eHSPCs se cultivaron en MePERef sin EPOc [eHSPCs-EPOc (-)], mientras
que los cultivos de nmHSPCs se suplementaron con EPOc [nmHSPCs-EPOc (+)]. En el
caso de las eHSPCs, la expansion celular alcanzé un maximo de amplificacién media
de 953 veces (rango: 616-1510 veces) en el dia 15 (post-transduccion). Adicionalmente,
las nmHSPCs mostraron una expansion celular maxima de 369 veces
(rango: 201-570 veces) en el dia 11, la cual disminuy6 hacia el dia 18 (Figura 68).

En cuanto a los cultivos control de nmHSPCs-EPOc (-), sélo ocurridé expansion
durante la primera semana (Figura 68); luego de ello, el numero total de células
disminuyéo y no se observd diferenciacion eritroide en el andlisis morfolégico
(Figura 69.A).

185



Resultados

‘[ Cambio de medio
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Fig. 68. Amplificacion celular media. Expansion celular de nmHSPCs-EPOc (+)
(cuadrados negros, m) y de nmHSPCs-EPOc (-) (rombos azules, #); asi como
de eHSPCs-EPOc (-) (circulos rojos, ®). Los resultados se expresan como
cambio (veces) del nimero celular. Los valores correspondientes a cada punto
del grafico son las medias * D.E. en escala logaritmica (n=3).

3.4.2.4. Analisis inmunofenotipico y morfologico

En cuanto a los cultivos control de nmHSPCs-EPOc (-), no se observé
diferenciacién eritroide en el analisis morfolégico (Figura 69.A): durante la primera
semana de cultivo las células presentaron morfologia de células
progenitoras/precursoras y no se observaron eritroblastos. Luego de ese tiempo, la
mayoria de las células redujeron progresivamente su tamafo y no mostraron cambios
en la afinidad a colorantes desde basofilia a acidofilia, lo cual es caracteristico de la
diferenciacién eritroide.

En el dia 0 de cultivo (post-transduccién) tanto las nmHSPCs como las eHSPCs
presentaron morfologia de células mononucleares agranulares (90% y 98%,
respectivamente), con una pequena proporcion de otras células no-progenitoras (10%
y 2%, respectivamente). Tan pronto como el dia 7, el recuento diferencial de células
mostré diferenciacion eritroide en ambas lineas celulares [eHSPCs-EPOc (-) y
nmHSPCs-EPOc (+)] (Figuras 69.A y 69.B). En este momento los estadios
predominantes fueron los proeritroblastos/eritroblastos basofilicos, con nucleos grandes
y citoplasma basofilico [64 + 3 % para las nmHSPCs-EPOc (+) y 78 = 9% para las
eHSPCs-EPOc (-)], mientras que, a partir del dia 11 los cultivos fueron principalmente
eritroides.

La frecuencia de las HSPCs detectadas en el analisis morfolégico disminuy6 a
partir del dia 0 hacia el dia 7, en el cual el 32 £ 6 % de las nmHSPCs-EPOc (+) y el
8 £ 6 % de las eHSPCs-EPOc (-) eran HSPCs; este estadio estuvo ausente hacia el
dia 11 (6 £ 6 % y 0%, respectivamente). En los dias 15 y 18 los cultivos evidenciaron
estar predominantemente compuestos por eritroblastos ortocrométicos, mas pequefios
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y de nucleo condensado excéntrico. Esta poblacién fue el 82 £ 3 % en el caso de las
nmHSPCs-EPOc (+) y el 80 £ 10 % en el de las eHSPCs-EPOc (-) en el dia 18.

El andlisis morfoldgico fue confirmado por la caracterizacion inmunofenotipica
realizada por citometria de flujo (Figura 70). En ambas lineas, se redujo rapidamente la
expresion del marcador de progenitores hematopoyéticos CD34; en el dia 7 se
alcanzaron sus niveles minimos (Figuras 70.A'y 70.C), aunque aun era posible observar
células con morfologia tipica de HSPCs mediante la tincién de May-Griinwald-Giemsa.
Adicionalmente, el porcentaje de células CD45* (marcador leucocitario, expresado
débilmente en eritroblastos tempranos) (Figuras 70.By 70.C) para las eHSPCs-EPOc (-)
disminuyd desde un valor inicial de 78 £ 1 % hasta 23 £+ 3 % en el dia 7, y hasta
44 +0,4% en el dia 11 (n=8). Para las nmHSPCs-EPOc (+), la disminucién en la
expresion de este marcador fue mas lenta: el porcentaje inicial de 88 £ 1 % bajé hasta
54 £+ 8 % en el dia 7 y cay6 hasta 8 £ 2 % en el dia 15. La pérdida progresiva del antigeno
CD45 concordd con la maduracion desde células progenitoras hacia el estadio
predominante de eritroblastos tempranos durante la primera semana de cultivo; la
pérdida fue casi completa el dia 11, en el cual los eritroblastos policromaticos y
ortocromaticos fueron los estadios de maduracion prevalentes.

En relacion con el marcador CD71 y CD235a, el analisis citométrico mostrd que
la cantidad de células CD71*CD235a" (precursores unidades formadoras de colonias
eritroides [170]) (Figura 70.D) disminuyd rapidamente en el caso de las
eHSPCs-EPOc (-), mientras que la reduccion en su porcentaje fue menos abrupta en el
caso de las nmHSPCs-EPOc (+). Se observé que la poblacion CD71* adquirid
progresivamente el marcador CD235a (Figuras 70.E y 70.G), concomitantemente con la
maduracién progresiva de los precursores. Por lo tanto, la cantidad de células doble
positivas (eritroblastos intermedios) se incrementd durante el periodo de cultivo en
ambas lineas celulares, pero el aumento procedi6 mas rapidamente para las
eHSPCs-EPOc (-) hasta el dia 7. Luego de esto, la frecuencia de los eritroblastos se
mostré6 comparable en ambas lineas. Las poblaciones CD71:CD235a* (Figura 70.F),
fenotipo caracteristico de células eritroides maduras, alcanzé una proporcidbn maxima
en el dia 11 [media: 21 £ 1 %, para las eHSPCs-EPOc (-) y 7,8 £ 0,4 %, en el caso de
las nmHSPCs-EPOc (+)]. Estos porcentajes disminuyeron levemente en el ultimo
periodo de cultivo.
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Fig. 69. Analisis morfolégicos. A. Microscopias Opticas. Andlisis mediante tincion de
May-Grinwald-Giemsa de tres cultivos representativos (hmHSPCs-EPOc (+),
eHSPCs-EPOc (-) y nmHSPCs-EPOc (-) en los dias 0, 7, 11, 15y 18. Las barras
de escala indican 20 um (magnificaciéon 1000x). B. Histogramas de frecuencias
de los diferentes estadios de maduracién de las células halladas en cultivos de
nmHSPCs-EPOc (+) y eHSPCs-EPOc (-) en los dias 0, 7, 11, 15y 18 (valores
medios, n=3).
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. 70. Caracterizacion inmunofenotipica por citometria de flujo. Los paneles

muestran los porcentajes de poblaciones celulares obtenidos de cultivos de
nmHSPCs-EPOc (+) (cuadrados negros,m) y de eHSPCs-EPOc (-) (circulos
rojos, ®) a lo largo de los cultivos. Los resultados se expresan como porcentaje
medio = D.E. (n=8). A. Células CD34+*; B. Células CD45*; D. Células
CD71+CD235a ; E. Células CD71+CD235a* y F. Células CD71-CD235a".
C. Histogramas. Expresion de CD34 y CD45 al inicio y final de los cultivos de
ambas lineas celulares (se muestra un experimento representativo). Las
estadisticas son dadas en cada histograma. Los histogramas oscuros
representan anticuerpos relevantes, y los histogramas claros representan los
controles. G. Gréficos de puntos. Progresion (dias 0, 7 y 18) de la co-expresion
de CD71 y CD235a en un experimento representativo para ambas lineas
celulares. Las estadisticas de los cuadrantes se presentan en cada grafico.
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3.4.2.5. Estudio de la produccion de hEPO: cuantificacion y
determinacion del perfil de isoformas

Inicialmente se cuantificé la hEPO producida por las células modificadas en
cultivo en suspensién a lo largo del tiempo mediante ELISA sandwich. Las
concentraciones de la hormona en los sobrenadantes de cultivo fue detectada en niveles
de ng/ml, con un maximo de 36 + 7 ng/ml (rango: 30-43 ng/ml) en el dia 7. Este nivel
medio fue mayor que el agregado inicial de EPOc en cultivos de nmHSPCs-EPOc (+)
(22,6 ng/ml). Luego de este punto, los niveles decrecieron (dia 11, 6 £ 2 ng/ml; dia 15,
0,7 £ 0,2 ng/ml; dia 18, 3 £ 1 ng/ml) en los cultivos de eHSPCs-EPOc (-) (Figura 71.A).

Las isoformas predominantes para la hEPO expresada por las eHSPCs-EPOc (-)
fueron determinadas por isoelectroenfocado seguido por Western blot. La especificidad
del anticuerpo en la deteccion por Western blot fue demostrada en experimentos
preliminares, que revelaron que no hay otros componentes en el sobrenadante de cultivo
de HSPCs que puedan ser detectados ademas de la hEPO. Como control se empled la
EPOc usada para suplementar los cultivos de células no modificadas (Zelltek, S.A.).
Esta proteina comercial es producida en células CHO y enriquecida en las isoformas
mas acidicas mediante varios pasos de separacion cromatografica. Por lo tanto,
contiene predominantemente isoformas acidas con puntos isoeléctricos entre
aproximadamente 3 y 4,5, que se localizan en la zona de rango de pH mas acido de la
membrana [160]. Como puede observarse en la Figura 71.B, tanto la EPOc como la
hEPO secretada se localizaron en la parte mas acidica de la membrana (considerando
que el rango de pH obtenido con los anfolitos usados es de aproximadamente 3,5 a 5,5),
lo que refleja sus isoformas predominantemente acidicas.

Las bajas concentraciones de hEPO producidas por las células modificadas
pudieron haber impedido la deteccion de isoformas menos abundantes. Sin embargo,
en la Figura 71.B, las cuatro isoformas observadas en el carril 2 son ligeramente menos
acidicas que aquéllas observadas en el carril 1 (control), lo que podria asociarse con
pequenas diferencias en el contenido de acido sialico. Esto podria atribuirse a los
diferentes huéspedes en los cuales las dos proteinas recombinantes fueron producidas
(hamster vs. humano). Se ha descripto que los patrones de glicosilacion y
particularmente la cantidad de &cido sialico son huésped- y tejido-dependientes. Las
variaciones en la maquinaria ezimatica de glicosilacion podrian ser una potencial
explicacién para las diferencias encontradas [171]. Ambos analisis de EPO (ELISA e
isoelectroenfocado seguido por Western blot confirman que las células transducidas
fueron capaces de producir hEPO con isoformas principalmente acidicas.
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Fig. 71. Analisis de la produccion de hEPO. A. ELISA sandwich. Cuantificacion de

hEPO en sobrenadantes de cultivo de eHSPCs-EPOc (-) en los dias 0, 7, 11, 15
y 18. Las barras indican la concentracién media de la hormona (ng/ml) + D.E.
(n=3). El asterisco indica que la concentracion es no detectable.
B. Isoelectroenfocado seguido por Western blot. Analisis de isoformas de EPO:
en el carril 1 se evalu6 la EPOc, en el carril 2, el sobrenadante de cultivo de las
células modificadas (concentrado y desalado).
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Las células madre/progenitoras hematopoyéticas (HSPCs) constituyen una
poblacion heterogénea de células multipotentes capaces de diferenciarse en los tipos
celulares mieloides o linfoides del sistema circulatorio, que se caracterizan por presentar
un fenotipo CD34+. Estas pueden derivarse de diferentes fuentes: médula 6sea, sangre
periférica y sangre de cordon umbilical [32] y se emplean como terapia celular para tratar
diversos desérdenes congénitos y adquiridos del sistema hematopoyético [36,37].
Adicionalmente, se esta trabajando en desarrollar estrategias adecuadas para su
empleo como vehiculo celular en terapia génica [38] y en terapia celular, previa
generacion ex vivo de los componentes sanguineos [21,39].

Particularmente, respecto de la ultima aplicacion mencionada, la produccion
in vitro de células eritroides presenta aplicacién, a largo plazo, en practicas de
transfusién. Si bien la prueba de concepto de este principio se ha efectuado en
2011 [50], mediante la administracién en un humano de 10 GRs cultivados, y se ha
realizado un progreso sustancial en los procesos biotecnol6gicos destinados a la
produccion de GRs [34,51,52], la rentabilidad contindia siendo un desafio que hace que
esta tecnologia sea actualmente inaplicable en la practica clinica. Es necesario
considerar que el medio de cultivo empleado en los protocolos disponibles presenta un
costo muy elevado, debido a que los factores de crecimiento que se incluyen como
suplementos representan mas del 90% de su costo (solamente la eritropoyetina
representa el 33% del costo del medio) [21,47].

Asi, con una visidn mas realista acerca de su empleo en el mediano-corto plazo,
se exploran otras tres aplicaciones: a) la generacion de GRs reactivos con fenotipos
comunes y raros, para su empleo en kits diagnosticos destinados a la deteccion de
anticuerpos para identificar pares de transfusibn adecuados e individuos
aloinmunizados; b) la obtencién de células eritroides primarias para el descubrimiento y
evaluacion de drogas, por ejemplo, para estudiar tratamientos anti-malaria, anti-virales,
inductores de produccién de hemoglobina, estimuladores de la eritropoyesis; y ¢) el uso
de células eritroides derivadas de HSPCs genéticamente modificadas como vehiculos
para la entrega dirigida de drogas, por ejemplo de aquellas proteinas recombinantes de
corta vida media o de agentes anti-tumorales [55].

La posibilidad de desarrollar estas aplicaciones nos han impulsado a disefiar
estrategias para producir cantidades adecuadas de células eritroides a partir de HSPCs
derivadas de SCU, reduciendo el uso de factores de crecimiento costosos en el proceso
de cultivo y contribuyendo asi a una mejor comprension de estos procesos de
produccion.

En primer lugar se hipotetizé6 que el desarrollo de procedimientos de disefo

experimental permitiria generar, de manera racional, sistematica y en funcién de la
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informacién disponible, una formulaciéon 6ptima y eficiente (es decir, que minimice el
consumo de recursos) del medio de cultivo, mediante la ejecucion de experimentos
planificados para extraer informacién fundamental. Adicionalmente, se propuso que
someter a las HSPCs a un proceso de trangénesis lentiviral con el gen de hEPO
permitiria que las células produzcan y secreten la hormona en el medio de cultivo y que
esto reduciria el uso de este factor de crecimiento como suplemento. De este modo se
llevaron adelante dos lineas principales de trabajo, que se discutirdn mas adelante. Sin
embargo, un paso previo necesario fue asegurar la disponibilidad de la fuente celular de
partida.

Para el desarrollo de ambas estrategias, se requiri la generacién de un banco
celular de trabajo que permita acceder a MNCs viables y listas para ser empleadas como
fuente de HSPCs en los diferentes ensayos de cultivo in vitro. De este modo, este banco
fue generado a partir de la separacion de MNCs mediante centrifugacién en gradiente
de densidad de 50 muestras anticoaguladas de SCU. A pesar de la dificultad que
presentd el 20% de las muestras en la eliminacién de precursores nucleados o
agregados eritrocitarios, la separacion celular mostr6 parametros de recuperacion y
viabilidad celular apropiados: el valor de mediana obtenido para la recuperacion de
MNCs de 2,2x10° MNCs viables/ml de SCU vy para la viabilidad celular de 99%, fueron
muy similares a los valores indicados por Kekarainen y col. [172] (2,68 x 108 MNCs/ml
de SCU y 95%, respectivamente). Estos valores aseguraron la constitucion del banco
celular de trabajo de MNCs, mantenido a -196°C.

Asimismo, se debi6 establecer la metodologia éptima para obtener HSPCs a
partir de las MNCs. Luego de estudiar tres estrategias principales diferentes (FACS,
separacion inmunomagnética basada en la deteccion de antigeno CD34 -SlI- seguida
por FACS y Sl) y, a su vez, cinco protocolos distintos de Sl, se decidié continuar
purificando las HSPCs mediante Sl protocolo E. Este protocolo, basado en la realizacion
de dos pasos consecutivos de Sl y un pre-tratamiento de las MNCs con Benzonasa a
37°C (lo que redujo la agregacion celular post-descongelado), fue el inico que permitid
la generacion de fracciones de HSPCs CD34* con elevada pureza (siempre superior a
80%, segun determinaciones realizadas por citometria de flujo), viabilidad celular
apropiada y recuperaciones celulares aceptables y adecuadas para continuar con los
ensayos posteriores de cultivo celular (Figura 20). Estos resultados fueron concordantes
con el incremento de pureza reportado luego de un segundo paso de marcacion, por
Jaatinen y Laine [33], s6lo que en el protocolo empleado en esta tesis, el segundo paso
de purificacion requirié las mismas condiciones de marcacion que el primero mientras

que los autores emplearon menores volumenes de reactivos en el segundo paso. La
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purificacién fue posible en tiempos de separacion bajos, que no afectaron por ejemplo,
la viabilidad celular.

La gran variabilidad en los parametros de las fracciones retenidas
correspondientes a los diferentes protocolos de Sl refleja la importancia de aspectos
como el estado de la suspension de partida, el tiempo de separacién y los pasos de
pre-tratamiento y purificacion aplicados.

Es posible afirmar que el sistema de separacion FACS no constituyé una
herramienta adecuada ya que la baja frecuencia de las HSPCs en las muestras de
partida dificulta que el equipo seleccione apropiadamente las poblaciones de interes, en
tiempo y condiciones que no afecten el estado celular y la calidad de los cultivos
primarios. Incluso, la incorporaciéon de un paso previo de S| no logré revertir esta
tendencia.

Una vez que fue establecido el sistema de purificacién, se considerd adecuado
conocer el comportamiento de las HSPCs, es decir, la factibilidad de expansion y
diferenciacién, en el medio de produccién eritroide adaptado en nuestro laboratorio a
partir del medio de referencia publicado por Giarratana y col. [50]. A lo largo del cultivo
realizado en este medio adaptado, al que se denominé MePERgef, fue posible evidenciar
una expansion celular de hasta 57 veces (maximo alcanzado a los 11 dias; Figura 23).
Esta expansién maxima resulté considerablemente menor que la reportada en la misma
publicacion en la que se empled el medio de cultivo de referencia para la expansion y
diferenciacién de HSPCs derivadas de SP movilizada (aproximadamente 62.000 veces
en el dia 15). Sin embargo, no es posible realizar una comparacién directa entre los
resultados debido a diferencias en el procedimiento, fuente celular y preparacion del
medio de cultivo. En ambos casos, sin embargo, se observd que la expansion celular
ingresa en una fase de constancia/decaimiento a partir del dia 18.

En lo relativo a la diferenciacidén celular en estas condiciones adaptadas, fue
posible evidenciar un compromiso de las poblaciones presentes en los cultivos hacia el
linaje de interés: en primer lugar, la prevalencia de precursores primitivos de tipo BFU-E
en el inicio de los cultivos reflejé un elevado potencial eritroide, que se manifestd en la
progresion de los cultivos mediante el desarrollo de un mayor nimero de CFU-E en los
ensayos de formacién de colonias durante la primera semana de cultivo, y la disminucion
de la expresién del marcador de células madre CD34 y del marcador leucocitario CD45,
evaluados por citometria de flujo. La diferenciacién eritroide gradual también se puso en
evidencia a través del incremento en la proporcién de células que expresan el marcador
CD71, desde el dia 0 al dia 7 de cultivo, y su posterior decaimiento y adquisicién
paulatina del marcador CD235a, que alcanz6é su expresion maxima en el dia 25
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(Figuras 24 a 27). Estos cambios acontecidos a partir del dia 7 se habrian
correlacionado con la modificacion en la composicién del medio de cultivo.

Si bien se comprobd la proliferacion y produccion eritroide, el porcentaje final de
células maduras resulté bajo (en las tinciones de May-Griinwald-Giemsa efectuadas en
los cultivos en el dia 28 se observd también una baja frecuencia de reticulocitos y
glébulos rojos y algunos eritroblastos ortocromaticos; adicionalmente no fue posible
cuantificar la hemoglobina presente en la suspension celular en el dia 34). Cabe
destacar que también se encontrd un desarrollo leucocitario importante a lo largo de los
cultivos: ocurrié un incremento en el porcentaje de CFU-M a lo largo de los mismos, el
marcador CD45 sélo se redujo hasta un porcentaje minimo de 42% vy las tinciones
efectuadas en el dia 28 evidenciaron gran heterogeneidad y una elevada proporcién de
leucocitos basofilicos (Figura 28).

De esta manera, la obtencion en estas condiciones de una expansion y
diferenciacién eritroide ineficientes, han impulsado el estudio de nuevas estrategias que
permitan mejorar los resultados obtenidos con el sistema de produccion eritroide de
referencia. Asi, como fue indicado, una de las lineas de trabajo implementadas consistio
en el desarrollo de condiciones de cultivo para la produccion de células eritroides a partir
de HSPCs. Para esto, se empled una estrategia de disefio experimental secuencial
basada en la seleccién y optimizacién de concentraciones de suplementos de cultivos
con efectos significativos sobre la expansion de HSPCs; las cuales, luego de su
expansion, fueron cultivadas en condiciones ya descriptas adecuadas para la expansion
y maduracion de precursores eritroides. Ademas, la relevancia de optimizar la
composicion del medio de cultivo reside en que los factores de crecimiento contribuyen
en un 57,5% al costo total, mientras que la transferrina y el plasma lo hacen en un
36% [21]. Por lo tanto, si se pudiera reducir el consumo de factores o hallar nuevas
combinaciones que permitan mejorar los rendimientos del producto celular deseado, se
podria avanzar hacia una produccion mas rentable.

Con estos objetivos presentes, se inicid el proceso de desarrollo de las
condiciones de cultivo para la produccién de células eritroides con el empleo de un
disefio experimental factorial de tipo Plackett-Burman que permitié estudiar la
significancia estadistica del efecto de 11 factores sobre la expansién de las HSPCs (se
analizaron como respuestas el porcentaje de células CD34* y la tasa de expansion de
las mismas) en un periodo de cultivo de 7 dias luego de su purificacion. De esta manera,
las corridas experimentales llevadas a cabo se limitaron a 15, evaluandose un elevado
namero de factores, lo que redundd en un analisis econdmico y eficiente. El empleo de
este disefo particular no permitié la estimacion de la existencia de interacciones entre

los factores estudiados que pudieran ser relevantes en las respuestas, por lo que
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complementariamente se utilizé un analisis por Algoritmo Genético con este fin. Las dos
respuestas se analizaron inicialmente por separado. Luego de comprobar el
cumplimento de los supuestos del ANOVA empleado para el andlisis, y verificar que el
modelo obtenido presentaba una falta de ajuste no significativa y un R2; de 0,84, que
indicé una capacidad de prediccién adecuada del comportamiento del proceso, se
obtuvo que la respuesta 1 (porcentaje de células CD34*) fue afectada significativamente
por los niveles de GM-CSF, PFC (con un efecto negativo) e hidrocortisona.
Adicionalmente, la evaluacion del efecto de las interacciones entre dos factores por
Algoritmo Genético arrojé que ninguna de ellas resulté estadisticamente significativa.
Por otro lado, la tasa de expansién de células CD34* fue también modelada con una
falta de ajuste no significativa. Sin embargo, el reducido valor de R2; obtenido en este
caso fue indicativo de problemas en la medicién de esta respuesta, probablemente
debido al elevado error asociado al recuento en cdmara de Neubauer de suspensiones
con baja densidad celular. A pesar de esto, el modelo se tuvo en cuenta y se incorpor6
la concentracion de BSA como factor también significativo en esta etapa de expansién
celular para la produccion eritroide. Del mismo modo que para la respuesta 1, no se
reconocieron interacciones entre factores estadisticamente significativas. Para ambas
respuestas, esto otorgd validez a los modelos generados a partir del disefio de
Plackett-Burman.

Sin embargo, a pesar de no haberse hallado interacciones estadisticamente
significativas para las respuestas estudiadas, ambas vinculadas con el mantenimiento
de las HSPCs en un estado indiferenciado, se reconoce que si bien este objetivo se
puede lograr parcialmente y durante un periodo de tiempo muy limitado de cultivo
in vitro, inevitablemente, al separar a las HSPCs de su nicho natural in vivo, la
diferenciacidén ocurrira en mayor o menor grado. Por lo tanto, es importante mantener
presentes en el medio de cultivo ciertos factores que interaccionan y que son
absolutamente requeridos para lograr que los progenitores que van comprometiéndose
y adquiriendo un mayor grado de diferenciacién, lo hagan en la direccion del linaje
celular de interés. Este es el caso, por ejemplo, de EPO y SCF que actian
sinérgicamente para incrementar la eritropoyesis, donde SCF hace a las células mas
sensibles a EPO y simultdneamente ralentiza la diferenciacion eritroide. Por este motivo
se mantuvieron para etapas posteriores todos los factores que se incluyeron en el
proceso de screening, puesto que, por lo que se encuentra reportado en la bibliografia,
se consider6 que serian positivos para el proceso, ya sea en el mantenimiento de las
HSPCs o de los precursores eritroides que se puedan producir.

Entonces, a partir de la informacién generada, se establecié la necesidad de
optimizar los niveles de los factores BSA, GM-CSF e hidrocortisona, manteniéndose los
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niveles de los demas factores evaluados en valores constantes y establecidos en
funcion del grado y tipo de efecto (positivo 0 negativo) sobre las respuesta estudiadas.
Para tal fin, se emple6 un disefio experimental de tipo Box-Behnken, que se caracteriza
también por su eficiencia y economia, evaludndose las mismas respuestas.
Nuevamente éstas se analizaron en un principio por separado, estudiando los ANOVAs
y los requerimientos estadisticos correspondientes: la respuesta 1 presentd una
dependencia de tipo cuadratica con la concentracién de BSA (Figura 40), mientras que
la respuesta 2 presentd una dependencia lineal con este mismo factor (Figura 42),
obteniéndose en ambos casos, modelos con elevada capacidad predictiva. Si bien los
modelos de superficie de respuesta obtenidos en ambos casos muestran que los
Optimos no corresponden a puntos estacionarios, sino que seria posible evaluar nuevas
regiones experimentales para mejorar la optimizacion, la economia del sistema
constituye una limitante. De este modo, los datos aqui generados que establecen las
relaciones existentes entre factores y respuestas, permitieron llevar adelante una
optimizacion simultdnea de ambas respuestas para encontrar, a través de la
maximizacion de la funcion Deseabilidad, un conjunto de condiciones experimentales
que permita obtener una solucién de compromiso, luego de establecer conveniencias
sobre los niveles de factores y sobre las respuestas. De esta manera, el empleo
secuencial de herramientas de disefio experimental permiti6 obtener una nueva
formulacion de un medio de cultivo para ser empleado en la primera etapa de
crecimiento de los progenitores hematopoyéticos, al que se denominé MePEOpt 0-7, y
que incluyo a los factores con efectos estadisticamente significativos sobre la expansion
de los progenitores en concentraciones Optimas para tal fin, asi como otros factores
cuyos niveles se ajustaron en funcion del tipo de efecto sobre las respuestas relevantes.

Con el objetivo de evaluar el desemperio de estas nuevas condiciones iniciales
de cultivo para las HSPCs, y de conocer si seria posible producir células eritroides a
partir de ellas o si, por el contrario, la pérdida de viabilidad o un desarrollo leucocitario
predominante impedirian cumplir con esta meta, es que se evalué experimentalmente
el medio de cultivo optimizado. Asi, las HSPCs purificadas fueron mantenidas durante
la primera semana en el MePEOpt 0-7, para luego ser transferidas a los medios de
expansién y maduracion eritroides MePERef 7-11 y MePERef 11-34 (Figura 48).

Los resultados obtenidos fueron satisfactorios, en tanto permitieron, durante la
primera semana de cultivo, obtener un porcentaje medio de células CD34* comprendido
dentro del intervalo de confianza predicho por el modelo generado durante el proceso
de optimizacién y, a su vez, una media de expansion de células viables CD34* que
superd el limite superior del intervalo de confianza predicho para esta respuesta
(Figura 44). En este ultimo caso las variaciones con respecto a la prediccion podrian
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atribuirse a tres cuestiones: por un lado, a la variabilidad intrinseca de las poblaciones
celulares primarias correspondientes a distintas muestras de SCU, a una composicién
variable del PFC empleado como suplemento o bien a que, durante el proceso de
optimizacion, la medicion de esta respuesta se asoci6 con una elevada variabilidad y
una consecuente reduccién en la capacidad predictiva de los modelos obtenidos. Estas
caracteristicas no favorecen la generacion de modelos altamente predictivos.

Asimismo, la progresion global de los cultivos iniciados en este nuevo medio
resultd favorable debido a que la expansién celular acumulada media alcanzé un
maximo de 571 veces en 18 dias (Figura 49), con un perfil de expansion similar al
obtenido en el MePERef (con variaciones en los valores absolutos de expansion).
También, en lo relativo a la diferenciacion celular, se obtuvo evidencia de la capacidad
de las condiciones de cultivo de mantener y expandir selectivamente precursores del
linaje eritroide, induciendo también su diferenciacién progresiva, mientras que otros
linajes no han persistido en los cultivos. Se obtuvo un desarrollo predominante de
colonias de tipo eritroide desde el inicio de los cultivos: en el dia 0 se observd una
elevada proporcion de precursores de tipo BFU-E mas primitivos; luego, los CFU-E
incrementaron su frecuencia lo que coincidié con el cambio a MePERef 7-11 (Figura 50).
Por otro lado, al evaluar por citometria de flujo la progresion de la expresion de los
marcadores CD71 y CD235a, se observd que las células inicialmente presentaron un
fenotipo no eritroide, luego uno mayormente caracteristico de precursores eritroides
tempranos (CD71*CD235a’), lo que estuvo de acuerdo con el aumento en la frecuencia
de los CFU-E y que, posteriormente, adquirieron un fenotipo mas diferenciado
correspondiente a los eritroblastos intermedios que expresan simultaneamente ambos
marcadores. También se denotd, desde el dia 18, un incremento en la proporcion de
células eritroides maduras (reticulocitos y GRs). Esto ultimo se evidencié mediante
citometria de flujo (en el dia 25 se alcanz6 un maximo de 19% de células
CD71-CD235a*) (Figura 52), mediante andlisis morfolégico por tincion de
May-Grinwald-Giemsa (maduracién eritroide heterogénea) (Figura 53) y por deteccion
de niveles de hemoglobina diferentes de 0 (entre 0,1 y 0,186 g/dl) en la suspension
celular recuperada en el dia 27 (luego de ser concentrada).

La elevada selectividad eritroide en detrimento de la leucocitaria que se
menciond se pudo demostrar ya que, a diferencia de lo que se observo en los cultivos
realizados en MePERef, en este caso se encontré en los ensayos de formacién de
colonias que en s6lo una semana de cultivo se redujo drasticamente el porcentaje de
colonias leucocitarias como las CFU-M o CFU-GM, las cuales no persistieron en cultivo.
Adicionalmente, los marcadores CD34 y CD45 disminuyen gradualmente; el porcentaje
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de células CD45* se hizo nulo el dia 25 de cultivo (Figura 52), momento en el cual las
tinciones también demuestran un porcentaje minimo/nulo de leucocitos (Figura 53).

Un inconveniente que se presento en estos cultivos fue que a partir del dia 18 el
crecimiento celular se detuvo, la viabilidad celular comenzd a reducirse de manera
sorprendente (en el dia 18 fue del 64% y en el dia 25 del 46%) y la enucleacién fue
pobre e inconsistente en el dia 27, las células carecian del color rojo profundo que fue
observado en el dia 18. Podrian existir factores intrinsecos que se encuentren regulando
la eritropoyesis y generen este efecto, pero esto ultimo fue también evidenciado en este
trabajo en los cultivos en MePERef y por otros autores en diferentes condiciones [34].
Sin embargo, ellos lo percibieron en cultivos de 55 dias, mucho mas largos, y lo
atribuyeron a que la presencia de altos niveles de citoquinas en cultivos prolongados
podria llevar a transformaciones celulares y pérdida del potencial de diferenciacion.

A pesar de esto, en conclusion, es posible afirmar que se han identificado
exitosamente factores de crecimiento clave y que podria utilizarse el MePEOpt 0-7 con
buenos resultados en la expansion y mantenimiento de HSPCs y precursores eritroides
tempranos para luego transferir las células expandidas en estas condiciones a los
medios de cultivo de diferenciacion/maduracion eritroide reportados. Un aspecto a
considerar es que las estimaciones de costo efectuadas por litro de medio de cultivo,
comparando los medios MePERef 0-7 y MePEOpt 0-7, indican que el segundo cuesta
aproximadamente el 78% del primero. Y podrian obtenerse mejoras explorando la
optimizacion de la composicion de los medios de cultivo empleados en las etapas
posteriores, asi como de otros parametros fisicos (agitacidén, oxigeno).

Cabe aclarar que la utilizacion de algunos de los suplementos presentes en este
medio de cultivo seria cuestionable desde el punto de vista de la potencial aplicaciéon a
largo plazo del mismo en la produccion de células eritroides con fines transfusionales.
Por un lado, la BSA, de origen animal podria ocasionar efectos inmunolégicos
indeseados, pero podria ser reemplazada por la albumina sérica humana (HSA).
Asimismo, el empleo de B-mercaptoetanol tampoco seria adecuado, pero el control de
los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS) podria llevarse a cabo mediante
la regulacién de la concentracion oxigeno en el medio, del mismo modo en que se
controlan los niveles de CO; en los cultivos estandar. Si bien la regulacion de este
parametro fisico no fue posible mediante las herramientas experimentales con las que
contabamos en el laboratorio, es importante recalcar que, ademas de regular las ROS,
el mismo juega un rol muy importante en la regulacién de la eritropoyesis in vivo a través
de su efecto directo en el microambiente medular. La hipoxia estimula la expresién del
receptor de EPO y regula los componentes de la via de sintesis de HGB, por lo que

afecta directamente el mantenimiento de los progenitores, su diferenciacion y
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maduracioén [173]. Adicionalmente, seria deseable reducir al minimo la concentracién de
plasma o eliminarlo, ya que su empleo redunda en una mayor variabilidad del proceso
de cultivo y en la posibilidad de incorporar componentes desconocidos o indeseados,
como agentes adventicios. De este modo, para evaluar la magnitud del efecto que
tendria la eliminacién del PFC de los cultivos y, en funcién de esto, decidir acerca de su
inclusion, se estudio paralelamente la eliminacion del PFC de MePEOpt 0-7 (a este
medio libre de plasma se lo denominé MePEOpt 0-7free). Se concluy6 que no es posible
retirar completamente el PFC de los cultivos realizados con esta composicion del
MePEOpt 0-7, ya que al cabo de una semana no se hallaron células viables, y que se
deberan investigar otros componentes adicionales si se pretende reemplazar este

suplemento.

Como se expres6 anteriormente, la segunda estrategia abordada para mejorar
el sistema de produccion eritroide de referencia implicé la generacion de HSPCs
genéticamente modificadas con la secuencia de hEPO, de modo que las células
secreten la hormona en el medio de cultivo, con el objeto de reducir la suplementacion
con este factor. Asi, en este trabajo se describié el proceso desarrollado para la
obtencién de las células recombinantes, desde la generacion exitosa de los vectores de
expresion en células eucariotas (Figuras 55 y 56); el ensamblado, acondicionamiento y
titulacion de los vectores lentivirales empleados para la transduccién celular (Figura 57
y Tabla 25); la puesta a punto de las condiciones de transduccion particulares requeridas
por estas células (que crecen en suspension y son quiescentes y poco susceptibles de
ser transducidas) (Figuras 60, 62 y 64; Tabla 31); como asi también la realizacién y
analisis de los cultivos de células recombinantes, incluido un ensayo preliminar
efectuado en medio semisolido (Tabla 32 y Figura 66) que apoy¢ la hipétesis inicial e
impulsé a continuar desarrollando esta estrategia en cultivos en suspension.

De esta manera, se efectuaron cultivos comparativos entre las células no
modificas nmHSPCs cultivadas con EPO comercial [nmHSPCs-EPOc (+)] y las células
modificadas eHSPCs cultivadas en ausencia de EPO comercial [eHSPCs-EPOc (-)]
(Figura 68). En este ultimo caso la EPOc no fue adicionada los cultivos ya que se
hipotetiz6 que de esta manera se lograria que las HSPCs secreten la propia EPO
requerida para su sobrevida y diferenciacion eritroide.

En estas condiciones se reportd el compromiso celular hacia el linaje eritroide,
evaluado mediante citometria de flujo y tincién de May-Grinwald-Giemsa), debido al
efecto de la EPO producida por las HSPCs. La expresion de los marcadores CD34 y
CD45 disminuyeron considerablemente durante la primera semana de cultivo, en

correlacion con la aparicién de los eritroblastos tempranos. El porcentaje de células con
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el antigeno CD45 continu6 reduciéndose hasta el dia 11, concomitantemente con la
aparicién de eritroblastos policromaticos y ortocromaticos (Figuras 71 y 72). Tanto en
las eHSPCs-EPOc (-) como en las nmHSPCs-EPOc (+), la inmunofenotipificacion reveld
que la diferenciacion eritroide se caracteriz6 por un incremento en la expresion de CD71
(marcador eritroide temprano y de reticulocito temprano [170,174]) y CD235a
(Figura 72). Conjuntamente con los cambios inmunofenotipicos, se observaron eventos
adicionales que caracterizan el desarrollo eritoride: los estudios morfolégicos mostraron
condensacién nuclear debido a la condensacion de la cromatina. También fue posible
evidenciar cambios en la afinidad por colorantes: las células progresaron desde la
basofilia debida al alto contenido de ARN en las células méas inmaduras, hacia la
acidofilia, un fendémeno directamente relacionado con el almacenamiento de
hemoglobina [175] (Figura 71). Las eHSPCs-EPOc (-), asi como las
nmHSPCs-EPOc (+), alcanzaron un estado similar de maduracion. En el ensayo
preliminar en medio semisélido las colonias presentaron un tamano y morfologia
normales (Figura 66). Adicionalmente, se sabe que la hEPO es requerida para la
supervivencia y maduracion de las CFU-E y los eritroblastos, pero no es requerida en el
estadio de eritroblasto ortocromético para los pasos finales de diferenciacién
eritroide [176,177].

En estos experimentos se demostro la secrecibn de hEPO mediante ELISA
sandwich e isoelectroenfocado seguido por Western Blot. La hEPO secretada alcanzé
un nivel maximo en el dia 7 de cultivo (Figura 73), momento en el cual los estados de
maduracion predominantes eran los proeritroblastos/eritroblastos basofilicos. De este
modo, se puede inferir que durante la primera semana los progenitores produjeron la
hormona y por lo tanto estimularon su propia proliferacion y diferenciacion a
eritroblastos. La caida en el nivel de hEPO luego de la primera semana no seria
perjudicial para la expansion y diferenciacion de los eritroblastos, ya que los estados de
maduracion alcanzados en este momento del cultivo presentarian menor respuesta a
hEPO que aquélla que tienen los estadios de maduracidn presentes previamente a este
punto en los cultivos; incluso, a partir del momento en que las células alcanzan el estadio
de eritroblasto policromatofilico tardio, son independientes de hEPO para su
supervivencia [66]. Asi los eritroblastos serian capaces de madurar autbnomamente con
estimulacion por hEPO reducida. Esta caida en el nivel de hEPO secretada se puede
explicar por las diluciones que se efectuaron en los dias 7 y 11 de cultivo. Sin embargo,
es evidente que las células presentes en esta etapa no fueron capaces de contrarrestar
esta reduccién en la concentracion de la hormona mediante produccion de una mayor
cantidad, probablemente debido a que se habria iniciado una disminucién en el nimero
de ribosomas [64], y una heterocromatinizacion asociadas con la
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maduracion [64,176,178]. Es sabido que la actividad nuclear se reduce progresivamente
hasta el estadio de eritroblasto ortocromatico, en el cual el ndcleo se encuentra
completamente inactivo e incapaz de sintetizar ADN o ARN [178].

El isoelectroenfocado seguido por Western Blot mostré similitud entre las
isoformas presentes en la EPOc y en la hEPO secretada por las HSPCs, aunque esta
ultima presenté isoformas levemente menos acidicas que la primera. La comparacion
con los cultivos de nmHSPCs-EPOc (+) permitieron observar que los estados de
diferenciacion final de las poblaciones presentes en ambas lineas de cultivo presentaron
elevada semejanza. Asi, los resultados obtenidos indican que la hEPO secretada por
las eHSPCs-EPOc (-) seria suficiente para inducir la expansion y diferenciacién de los
progenitores hematopoyéticos de manera comparable con la accién ejercida por la
EPOc sobre las nmHSPCs.

El uso practico de estas células genéticamente modificadas en los procesos de
produccion de GRs a gran escala parece no ser imposible debido al considerable
progreso que se ha hecho en los procedimientos de cultivo de HSPCs y de produccion
lentiviral a gran escala, incluso bajo buenas practicas de manufactura [179-182].

Para trasladar las tecnologias de generacion de células eritroides a la practica,
los procesos deben ser escalados. Es por eso que estas proyecciones siempre
consideran evaluaciones de rentabilidad, tal como se ha efectuado en publicaciones
previamente sefaladas. La contribucién de la hEPO al costo del medio de cultivo es
importante, pero los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que es posible
desarrollar sistemas de cultivo en los cuales las HSPCs recombinantes se
auto-abastezcan con hEPO. Y la misma estrategia podria ser empleada para explorar
la expresion constitutiva o inducible de otras proteinas que tienen una influencia muy
elevada en el costo del medio de cultivo, como el hSCF, asi como en otros contextos.
Asimismo, esta estrategia podria utilizarse de manera combinada con el medio de cultivo
optimizado desarrollado.

En conclusion, las HSPCs genéticamente modificadas con la secuencia de hEPO
fueron auto-inducidas a diferenciar in vitro, en ausencia de EPOc, en poblaciones
altamente enriquecidas en células eritroides. Se demostré que este resultado se alcanz6
como consecuencia de la accion de la hEPO secretada por las propias HSPCs. El
estado de maduracién final alcanzado por estas células mostr6 elevada similitud con
aquél alcanzado por las nmHSPCs-EPOc (+). Esta estrategia permitiria reducir la
cantidad de hEPO adicionada en los cultivos y, de este modo, el costo asociado.

Ambas estrategias desarrolladas en este trabajo de tesis podrian aplicarse en el
futuro para lograr mejoras practicas en los procesos biotecnolégicos destinados a la

produccion in vitro de células eritroides con diversos fines, los cuales se encuentran
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actualmente en etapas de desarrollo y optimizacion. Tales fines incluirian la utilizacion
de eritroblastos como productos alternativos para transfusiones crénicas (aunque su
comportamiento in vivo aun no se encuentra definido y es posible la ocurrencia de
genotoxicidad), asi como el empleo de GRs en kits diagnésticos, en la entrega sistémica
de drogas (en este caso también se podrian emplear células mas indiferenciadas), o
como productos alternativos para transfusiones en casos particulares. Sin embargo, las

dosis terpéuticas no pueden ser producidas con la tecnologia actual.
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Titulacion de anticuerpos monoclonales (mAb) para citometria de flujo

Considerando el elevado numero de corridas experimentales que implican los
experimento de tipo DoE y los andlisis inmunofenotipicos reiterados que se efectdan
sobre los cultivos de HSPCs, se hace necesario optimizar el consumo de reactivos, por

lo que se titularon los anticuerpos utilizados.

e BD Anti hCD34 de raton-PE. Clon 8G12, concentracion 25 pg/ml,

isotipo 19G1, k
A partir de una poblacién celular mixta constituida aproximadamente por un 90%

de células eritroblasticas TF-1 (que expresa CD34) y por un 10% de células CHO-K1,
que carece de este marcador de superficie y constituira la poblacién celular negativa, se
efectud la marcacién con el mAb indicado en diferentes diluciones: 2/25, 1/25, 1/125,
1/250, 1/1.250 y 1/2.500. Las células marcadas se analizaron mediante citometria de
flujo, calculando a partir de esto el IT para cada concentracién del mAb. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 72.A. En este caso, si bien se produce un incremento
en el IT entre la dilucién 1/25 (1.000 ng/ml) y 2/25 (2.000 ng/ml), se empleara en los
subsiguientes experimentos la dilucion 1/25, ya que el porcentaje detectado como
eventos positivos resulta muy similar para ambas diluciones y el uso de una

concentracion de 1.000 ng/ml reduce el consumo del reactivo a la mitad.

e BD Anti hCD71 de raton-APC. Concentracion 1,5 yg/ml, isotipo 1gG2a, K
El procedimiento empleado para la titulacién de este mAb fue idéntico al utilizado

con el mAb anti hCD34-PE. Los resultados de IT en funcion de la concentracion del
anticuerpo se indican en la Figura 72.B. Cabe aclarar que, al igual que para el caso de
anti hCD34-PE, se escogi6 la dilucién 1/25 (60 ng/ml), a pesar de que el IT es mayor
para la dilucién 2/25. Esto permitira reducir el consumo de anticuerpo e igualmente
lograr una muy buena distincion de las poblaciones negativa y positiva.

e BD Anti hCDA45 de ratén-FITC. Concentracién 6,25 pg/ml, isotipo 1gG1, k
Para la titulacion se utilizaron MNCs obtenidas a partir de sangre periférica

heparinizada, las cuales se mezclaron con un 10% de células TF-1 (poblacion negativa).
En este caso las diluciones que se estudiaron fueron 2/25, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 y
1/400. Se consider6 adecuado continuar realizando las marcaciones celulares con una

dilucién 1/25 (250 ng/ml) de mAb. Estos resultados se evidencian en la Figura 72.C.
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e BD Anti hCD235a de raton-PE-Cy7. Concentracion 3 pg/ml, isotipo 19G2b, k
El anticuerpo se titulé usando una mezcla de GRs y MNCs. Las diluciones
analizadas fueron las mismas que para anti hCD45-FITC: 2/25, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200
y 1/400. En este caso, la dilucién seleccionada para continuar trabajando fue 1/50

(60 ng/ml) y esto se indica en la Figura 72.D.
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Fig. 72. indices de tincion y citometrias de flujo. Se observa el IT en funcién de la
concentracién de anticuerpo (ng/ml) y dot plots obtenidos para los controles y
para las células marcadas con las dos concentraciones de mAbs que permitieron
obtener mayores IT: A. anti hCD34-PE; B. anti hCD71-APC; C. anti hCD45-FITC
y D. anti hCD235a-PE-Cy7. En cada dot plot se muestran las estadisticas
correspondientes.
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