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Diapositiva 3

Muchos tejidos de los organismos en pleno
funcionamiento requieren un mecanismo para
reemplazar las células viejas, dafiadas o enfermas.
Por ejemplo, el reemplazo de células sanguineas en
la circulacion humana es de unas 108 a 10° células
por hora. El recambio epitelial en el intestino delgado
ocurre aproximadamente cada 3 a 5 dias y el
recambio de las células de la piel depende del lugar,
pero ocurre aproximadamente cada 3 0 4 semanas
en promedio. Para que ocurra este recambio, es
necesario que las células sean reemplazadas y las
células son reemplazadas por una poblacién de
células especificas llamadas células madres.

Many tissues of the fully developed organism require a
mechanism be present for the replacement of aged,
injured or diseased cells.

= Turnover of blood cells in human circulation =
108-109 cells per hour

= Epithelial turnover in the small intestine =
every 3-5 days

= Skin cell turnover is location dependent but =
every 3-4 weeks on average
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Y voy a definir brevemente qué es una célula troncal
porque mucha gente no tiene totalmente claro qué
es una célula troncal y entonces voy a explicar los
distintos tipos de células madres.

Stem Cells

 Definition
* Types

@ :
&8 THE MATCH

Diapositiva 5

Para que una célula se llame troncal, dicha célula
tiene que poder producir células iguales a si misma.
Es decir, tiene que tener la capacidad de
autorrenovarse. A menos que tenga esa capacidad
de autorrenovarse, no puede considerarse una
célula troncal. Y hay poblaciones de células madres
gue la gente las llama asi pero que en realidad no
tienen ninguna prueba absoluta de que haya un
proceso de autorrenovacion y, por lo tanto, a esas
células podria llamarselas mas apropiadamente
células progenitoras, una célula que sigue en linea a
la célula troncal. Ademas de la capacidad de la
célula troncal de autorrenovarse, es decir, producir
células iguales a si misma, tiene que poder dar
origen a diferentes linajes, es decir, tener la
capacidad de generar mas de un linaje.

m BE 3§ THE MATCH

Stem Cell Definition

» Self Renewal (make more of itself)

= Differentiate (down multiple lineages)
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Hay células madres en el embrion, que pueden
llamarse células madres embrionarias. También esta
esta nueva poblacion de células que recientemente
se ha presentado en la literatura médica, que se
llaman células madres pluripotentes inducidas, y
luego tenemos células que son mas
histoespecificas, que se llaman mesenquimatosas,
hematopoyéticas o esas células madres que son
importantes para el desarrollo de nervios, la
produccion de nervios, musculos, intestinos y otros
tejidos diferentes.

Stem Cell Types

+ Embryonic
» Induced Pluripotent (iPS)
= Tissue Specific
« Mesenchymal (MSC)
— Hematopoietic (HSC)
— Nerve
— Muscle
— Intestinal
- Etc.
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Hay ciertas posibilidades distintas en cuanto al
destino de una célula troncal. Puede haber una
expansion de la célula troncal, como vemos en el
namero 1. Si hay una division simétrica de esa Unica
célula troncal, esa division simétrica da origen a dos
células iguales que tienen ambas las caracteristicas
funcionales de una célula troncal, es decir que
pueden producir mas células iguales a si mismas y
también pueden diferenciarse y generar multiples
linajes. Si hay una divisién asimétrica como en el
segundo grupo, tenemos mantenimiento, y eso
esencialmente significa que hay una célula que se
divide y da origen a una célula que es
funcionalmente una célula troncal y otra célula que
ya no es una célula troncal sino que esta mas abajo,
como una célula progenitora, que se encuentra en la
jerarquia siguiente de diferenciacién de la célula
troncal. Si la célula troncal se divide simétricamente,
pero en vez de derivar en dos células madres,
genera dos células mas maduras, como células
progenitoras, entonces esencialmente lo que se
tiene es una pérdida de esas células madres. Asi
gue cuando pensamos en células madres y su
capacidad de formar células diferenciadas, esta es
el area que estamos viendo: expansion, numero 1;
frente a mantenimiento, nimero 2; frente a pérdida
de las células, que es numero 3.

Stem Cell Possibilities and Cell Fate
Determinants

1) Expansion

Stem
Cell

Asymmetrical Division
@ngenltor
Cell

I

(_-__‘__-——b
2) Maintenance ©

3) Loss
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Voy a empezar hablando de las células madres
embrionarias humanas y les mostraré una imagen
de las primeras etapas del desarrollo embrionario
humano. Arriba a la izquierda se ve el évulo
fecundado y a continuacion en esa linea se ve un
embrion de dos células, un embrion de cuatro
células y luego abajo se ve un embrién de ocho
células que luego se transforma en una morula y
luego en un blastocisto.

Early stages of human embryonic development

Blastocyst

Eight-cell embryo

m BE 3§ THE MATCH
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Viéndolo desde otro angulo, desde el cigoto a la
morula al blastocisto, y esa es la masa celular

interna, abreviada aqui como ICM, en el blastocisto
da origen a las distintas capas de células germinales
que forman todas las células del cuerpo. Y entonces

estas células pueden formar el ectodermo, el
mesodermo y el endodermo in vivo. Pero si
tomamos esta masa celular interna, se pueden

tomar esas células y desarrollar una linea celular de
células madres embrionarias que entonces tendrian

la capacidad de mantener su estado pluripotente y
todavia ser células madres o, bajo ciertas
condiciones, se las puede inducir a diferenciarse y
originar los linajes celulares germinales del
ectodermo, mesodermo o endodermo.

Totipotent (? Zygote
?mm Ectoderm
- oo o 7 Gemeie
/?%EGC\EM
€o0)) €903 Co®)
wuttipotent| @ @91 | @@ || E@®
P o
—PHTHTT
o | i 140 B e e
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Esta imagen muestra el aislamiento y el
establecimiento de células madres embrionarias. Asi
que, arriba de todo, con el embrién en etapa de
segmentacion, lo que tenemos es un blastocisto.
Aislamos la masa celular interna y luego la ponemos
en una placa de cultivo. Ahora, para que estas
células permanezcan en el estado pluripotente,
necesitan ciertos factores de crecimiento. Resulta
que los fibroblastos embrionarios de raton son muy,
muy utiles como células nodrizas y esencialmente se
irradia la capa de fibroblastos usados como nodrizas
para que no se dividan. Luego se colocan las células
de la masa celular interna encima de esas nodrizas
y entonces se pueden mantener estas células y
dispersarlas y colocarlas en otra placa. Resulta que
uno de los ingredientes mas activos que salen de
estas células fibroblasticas embrionarias que
contribuye a mantener las células madres
embrionarias es el factor inhibidor de la leucemia,
llamado asi principalmente porque se lo identifico
por primera vez como una célula que inhibia la
proliferacion de células leucémicas o lineas de
células leucémicas. De modo que el factor inhibidor
de la leucemia o LIF puede mantener, contribuir a
mantener, las células nodrizas embrionarias
murinas. Y, como veremos mas adelante, esto no
funciona con las células embrionarias humanas.

Diapositiva 11

Aqui se ve una imagen de varias células madres
embrionarias de raton diferentes proliferando sobre
fibroblastos embrionarios que han sido irradiados.
Asi que podemos retirar estas células de la capa de
nodrizas o bien del LIF y estas células se
diferenciarian y luego formarian cuerpos embrioides.
Y estos cuerpos embrioides contienen células de
distintos linajes que, con los ingredientes
apropiados, nos permiten generar distintos linajes;
por ejemplo, el linaje hematopoyético, el linaje de
células nerviosas, el linaje muscular. Pero si
permanecen sobre los fibroblastos o en presencia de
LIF, se mantendran en un estado no diferenciado
muy primitivo y continuaran teniendo las
caracteristicas que les permiten producir mas de si
mismas.

Isolation and establishment of embryonic
stem cells

Cleav:
stage embryo

* Leukemia Inhibitary Factor (LIF) can
substitute in mouse System for mouse oo @@
embryonic fibroblasts (MEFs) E ¥ New feeder cells

Established ¥
ES cell cultures

M =e 32 THE MATCH

Murine ES cells growing on embryonic
fibroblasts
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¢Asi que por qué querria uno estudiar las células
madres embrionarias? Les daré tres razones: Una,
es entender mejor el proceso de la supervivencia y
la autorrenovacion de estas células porque la
informacién puede entonces traducirse para
ayudarnos a entender mas como mejorar la
supervivencia y la autorrenovacion de otras células
madres mas histoespecificas. Otra es estudiar la
diferenciacion, por ejemplo, mediante la generacion
de cuerpos embrioides, que llamamos EB y,
nuevamente, esto es después de retirar estas
células de los fibroblastos embrionarios murinos (los
MEF) y/o del factor inhibidor de la leucemia (LIF).
También se pueden estudiar porque son necesarias
como control para entender esta nueva area de
células madres pluripotentes inducidas, sobre las
gue hablaré mas adelante. Y luego por supuesto la
principal razon por la que uno querria estudiarlas es
por su posible uso futuro en la clinica, si bien esto
aun no se ha logrado. Ciertamente esperamos poder
hacerlo en el futuro, pero en este momento hay
cosas que impiden gue se usen en la clinica. Una de
ellas es poder controlar las células para que no
formen tumores y para poder diferenciarlas para que
no quede ninguna célula troncal embrionaria que
pueda causar tumores.

Regulation of the Growth and Survival of
Embryonic Stem Cells (ESC)

Reasons to study ESC

1. Better understand processes of:
— survival and self-renewal (ESCs)

— differentiation, via generation of embryoidbodies (EBs)
after removal of ESCs from MEFs and LIF

2. Use as a control for induced pluripotent stem cells
3. Potential future clinical use

E BE §% THE MATCH
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Ahora bien, hay diferentes marcadores de estas
células madres embrionarias. Tenemos la expresion
de ciertos factores de transcripciéon que
principalmente se encuentran en las células muy
primitivas como las que tienen caracteristicas de
células madres, especialmente aquellas que tienen
caracteristicas de células madres embrionarias. Esto
incluye Oct4, NANOG, Sox2 y KIf4. Hay también una
serie de moléculas, o proteinas, en la superficie
celular que definen el estado pluripotente. Uno de
esos marcadores es la proteina SSEA. Para
asegurarse de que una célula embrionaria es
pluripotente, uno de los ensayos cruciales es tomar
esas células y ponerlas en sitios inmunitarios
privilegiados en un animal y formar un teratoma. Un
teratoma esta formado por células que expresan
algunos genes y que muestran las caracteristicas de
las células germinales, de modo que hay células que
provienen de las tres capas de células germinales:
endodermo, ectodermo y mesodermo. La manera
mMAas segura de comprobar si se esta en presencia
de una célula troncal es usar esa célula troncal
embrionaria para formar un animal intacto y esto se
ha hecho si bien es un poco exagerado hacerlo
simplemente para tratar de probar que tenemos
células madres embrionarias.

Markers of Pluripotent State of ESCs

= Transcription Factors:
Oct4, nanog, Sox2, KLF4

= Surface Markers SSEA, etc.

* Teratoma Formation in vivo

ﬂ BE 3§ THE MATCH
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Los linajes de células madres embrionarias en seres
humanos son un poco diferentes y les voy a mostrar
unos ejemplos de una linea de células madres
embrionarias humanas, MIO1, y estas células se han
cultivado sobre fibroblastos embrionarios murinos
inactivados con mitomicina C. A la izquierda, en A,
se ve la morfologia tipica de las colonias de células
madres embrionarias y se ve el borde de la colonia
bien definido. En el panel del medio, B, se ve una
colonia atipica con signos de diferenciacién, con un
borde poco definido y células aplanadas que se
desparraman alrededor de la periferia, y estas son
de hecho caracteristicas de que estas células
madres embrionarias, al menos parcialmente hacia
el borde, ahora estan formando células poco
diferenciadas. Asi que si quieren pasar las células y
preservarlas mantenidas, las células humanas, es
necesario que puedan recoger las colonias que no
tienen este borde en el que ya se observa
diferenciacion. Ahora bien, hay al menos dos
maneras de pasar estas células; una es tomar las
células y digerirlas para sacarlas de la capa de
nodrizas, y transferirlas entonces a otra placa de
cultivo donde ya se hayan puesto las nodrizas. La
otra manera es usar microdiseccion manual, como
se ve en C, en el panel de la derecha, y retirar estas
colonias tipicas y agruparlas en pequefios cimulos y
subcultivarlas después de haberlas cosechado.
Ahora bien, el cultivo de células madres
embrionarias de raton es un poco diferente al de las
células madres embrionarias humanas. Por alguna
razén, se pueden hacer suspensiones de una sola
capa de células con células madres embrionarias de
raton para pasarlas y cultivarlas y mantenerlas en un
estado similar al de las células madres embrionarias
pluripotentes. Pero es mucho mas dificil hacer esto
con células humanas vy, por algin motivo, es
necesario que haya més interaccion entre las células
y no se puede en realidad hacerlo con suspensiones
de una sola capa de células, aunque hay quienes
dicen que pueden pasar las células de esta manera.

Human MIO1 Cells
Cultured on mitomycin-C-inactivated MEFs

A

A, Typical ESC colony morphology with a well defined colony edge

8. Atypical colony showing signs of differentiation with poorly defined
edges and flattened and spreading cells around periphery,;
characteristics of differentiating cells

¢.  Manual microdissection of typical colonies where small clumps of
cells are cut and used for subculture or harvest
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Asi que hay varios ejemplos distintos de cémo se
pueden tomar estas células madres embrionarias
murinas o humanas y aprender de ellas, y les voy a
dar un par de ejemplos de mi propio laboratorio.
Este es un articulo que se publicé en 2007 y que
trataba sobre el desacoplamiento del punto de
regulacion-apoptosis en células madres
embrionarias humanas y murinas como posible
fuente de inestabilidad cariotipica. Asi que estamos
analizando los puntos de regulacion del ciclo celular
y la apoptosis o muerte celular programada.

Checkpoint-Apoptosis Uncoupling in Human and
Mouse Embryonic Stem Cells:
A Source of Karyotpic Instability

Charlie Mantel, Ying Guo, Man Ryul Lee, Min-Kyoung Kim,
Myung-Kwan Han, Hirohiko Shibayama,
Seiji Fukuda, Mervin C. Yoder, Louis M. Pelus,
Kye-Seong Kim, and Hal E. Broxmeyer

Blood, 109: 4518-4527, 2007
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Y en ese articulo pudimos demostrar que si se usa
nocodazol, que es un inhibidor del punto de
regulacién del huso mitético, tanto las células
madres murinas como las humanas se vuelven
poliploides, y en el proceso de volverse poliploides,
no sufren la muerte celular programada, es decir, no
pasan por la apoptosis. Esto contrasta directamente
con las células somaticas y eso incluye las células
corporales embrionarias que estan diferenciadas de
las células madres embrionarias porque estas
células somaticas, o células que provienen de los
cuerpos embrioides después de que las células
madres embrionarias se vuelven diferenciadas, bajo
el mismo tratamiento con nocodazol, no se vuelven
poliploides y no sufren la muerte celular
programada. Eso nos hizo preguntarnos dénde
encajan las células madres hematopoyéticas. ¢ Son
mas como las células madres embrionarias, lo que
nos haria dudar, especialmente si uno trat6é de
expandir las células hematopoyéticas ex vivo, 0 son
mas como las células sométicas? Asi que usando
las células madres hematopoyéticas murinas que
habiamos aislado y purificado de maneras que
explicaré mas adelante, el tratamiento con
nocodazol causo la muerte celular programada sin
poliploidia, lo que sugiere que las células madres
hematopoyéticas son mas cercanas a las células
somaticas y no sufrieron este desacoplamiento
inusual del punto de regulacion del huso mitético y la
apoptosis. Eso nos hizo sentir un poco mejor acerca
del concepto de expandir las células madres
hematopoyéticas ex vivo.

= Using nocodazole, a mitotic spindle checkpoint inhibitor, mouse and
human ESCs become polyploid, but did not undergo apoptosis

+ In contrast, somatic cells, including embryoid body cells produced
after differentiation of ESCs under the same nocodazole treatment,
did not become polyploid, and did apoptose

Mantel et al Blood 109:4518-4527, 2007

+  Mouse hematopoietic stem cells, unlike human and mouse ESCs,
did exhibit checkpoint-apoptosis coupling Mocodazole treatment
caused apoptosis without polyploid formation

Rohrabaugh, Mantel, Broxmeyer
Stem Cells and Development 17:1017-1020, 2008
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Otro ejemplo es si tomamos estas células madres
embrionarias y eliminamos ciertos genes, podemos
descubrir exactamente qué hace ese gen en el
proceso de autorrenovacion y/o diferenciacion. Y un
gen que estudiamos fue SIRTL1, que cumple
multiples funciones. Interviene en el metabolismo y
la remodelacién del acromion, pero también se lo ha
asociado a la longevidad. Lo que descubrimos es
que la deficiencia en el SIRT1 de la linea de células
madres embrionarias de raton afecta la capacidad
de la célula troncal de formar células
hematopoyéticas y esto sucede tanto en la
hematopoyesis embrionaria como en la adulta, y
esto se hizo en raton.

SIRT1 Deficiency Compromises Mouse Embryonic
Stem Cell Hematopoietic Differentiation, and
Embryonic and Adult Hematopoiesis in the Mouse

Xuan Ou, Hee-Don Chae, Rui-Hong Wang,
William C. Shelly, Scott Cooper, Tammi Taylor,
Young-June Kim, Chu-Xia Deng,
Mervin Yoder, and Hal E. Broxmeyer

E BE 2% THE MATCH

Blood 117: 440-450, 2011
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Asi que si miramos el esquema del inicio de la
hematopoyesis, por ejemplo en el saco vitelino, que
es uno de los primeros lugares de produccion de
células sanguineas en el embrion, y luego miramos
los cuerpos embrioides que provienen de estas
lineas de células madres embrionarias, estas lineas
de células madres embrionarias establecidas,
basicamente tenemos el mismo patrén de
diferenciacion, es decir que tenemos una
precursora, arriba de todo, y a la izquierda se
muestran los dias y los dias en el saco vitelino de
generacion de cuerpos embrioides. Y esas células
derivan en una célula muy primitiva que es el
hemangioblasto y esa célula posee la capacidad de
diferenciarse en el linaje endotelial en angioblastos o
células progenitoras endoteliales y también en
eritroblastos primitivos o, como se ve a la derecha,
puede derivar en células precursoras
hematopoyéticas definitivas que derivan en células
formadoras de colonias de macréfagos, células
eritroides definitivas y mastocitos, y eventualmente,
células madres repobladoras a largo plazo.

Scheme of the onset of hematopoiesis in the

(Embryonic Day) 6.5

20
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Este es un ejemplo de lo que sucede cuando se
compara una linea normal de células madres
embrionarias con una linea de células madres

embrionarias de raton con el gen SIRT1 eliminado.

En el panel de la izquierda, vemos el nimero de
células eritroides primitivas y, en negro, se ven los
nameros, con el tiempo, que se forman en cultivo
bajo normoxia, o tensién de oxigeno normal,
aproximadamente 20% de oxigeno, y esas son las
barras negras, y las barras blancas abiertas se ve
gue hay una gran deficiencia en la generacion de
estas células eritroides primitivas. Resulta que la
tension de oxigeno es muy importante en esto.
Porque en el grupo de la derecha, veran lo que
sucede a las mismas células bajo hipoxia, o baja
tension de oxigeno, de 5%, en vez de 20% de
oxigeno. Y hay una diferencia entre el panel de la
izquierda y el panel de la derecha y es que, en el

panel de la derecha, los nimeros son mas altos. Asi

gue aunque parecen iguales, tenemos un maximo
de 1200 a la derecha contra 600 a la izquierda, y
todo esto nos muestra que esa diferencia entre la
capacidad de las células con SIRT1 eliminado de
formar progenitoras eritroides primitivas es mucho
mayor bajo hipoxia que bajo normoxia.

Primitive Hematopoietic cell differentiation of
SIRT1 -/- mESCs is delayed and defective

Normoxia (20% O,) Hypoxia (5% O,)
600 1200 WSIRT1(e/4)
CSIRT[xf)
o 500 1000
- -
B a00 -]
2 E
£ g
£ 200 S 400
® 100 : & 200 I:
1 . "
. LLLd N h I . o B LLKEa I s
00 D4 D45 DS D55 D6 D7 D8 D12 DO D4 D45 DS DSS 06 D7 D& D12
Kinetics analysis of h et ! from SIRT1** and SIRT1+

EB cells under nonn;:da (20% O4) and hypoxia (5% O.), N=3, * p<0.01.
A no eolony growth on day12.
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Si se quiere demostrar que un cierto gen es
realmente importante, no es suficiente con inactivar
ese gen o eliminarlo, de hecho habra que reponer
ese gen y demostrar que se recupera la formacion
de las caracteristicas normales de las células
madres embrionarias originales que no tenian el gen
eliminado. Asi que, por ejemplo, en el panel de la
izquierda, si ven los cuerpos embrioides
hemoglobinizados, esas células estan diferenciadas
de las células madres eritroides de ratén, pueden
ver, en azul, qué sucede con su namero, el
porcentaje de esos cuerpos embrioides que
efectivamente expresaron hemoglobina y pueden
ver en rojo que cuando no tenemos un gen SIRT1,
tenemos muchos menos cuerpos embrioides
hemoglobinizados. Y si les ponemos el gen, que se
ve en verde, esencialmente devolvemos la
capacidad del cuerpo embrioide hemoglobinizado a
la de las células madres embrionarias controladas
naturales. Y si vemos el panel de la derecha,
esencialmente lo que se ve es exactamente lo
mismo con la expresion de hemoglobina. De modo
que, esencialmente al devolver, mediante un vector
lentiviral, un gen SIRT1 a una linea de células
madres embrionarias con el SIRT1 eliminado,
basicamente se restablece lo que se ve con las
células naturales controladas, lo que demuestra que
las deficiencias que se observan al eliminar el SIRT1
de hecho se deben a la eliminacion del gen SIRT1.

Exogenous expression of SIRT1 rescued hematopoietic
differentiation defects in SIRT1 -/- mES cell
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30 I
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Asi que quisiera pasar ahora a este campo
totalmente nuevo de las células madres
pluripotentes inducidas. Como mostré antes, habia
cierto factor de transcripcion que estaba asociado
con el mantenimiento de las células madres
embrionarias primitivas en el estado pluripotente. Y
los cuatro factores de transcripcion que se ven aqui.
Esos factores de transcripcion que se mostré
originalmente que eran importantes, se toma una
célula somética y se ponen estos genes para que se
expresen en las células somaticas y esas células
entonces son reprogramadas a un estado similar al
de la célula troncal embrionaria. Estos factores de
transcripcién también se conocen como factores
Yamanaka por la persona que identificé por primera
vez que se pueden generar células madres
pluripotentes inducidas y quien recientemente
recibié el Premio Nobel por este trabajo sobre las
células madres pluripotentes inducidas.

Induced Pluripotent Stem (iPS) Cells

Oct 4
Sox 2
KLF4
c-myc
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Si quieren aprender mas sobre estas células,
pueden ver la resefia escrita por el profesor
Yamanaka en Cell en 2009. No esta muy
actualizado, pero sin duda les dara una buena idea
sobre estas células. También pueden ver el articulo
en Nature en el que hablan sobre la promesa de
estas células madres pluripotentes inducidas, o I-P-
S, en la investigacion y el tratamiento, que provino
del laboratorio de George Daley en Harvard, y
pueden ver otro, el tercero en la lista, de Cell Stem
Cell, en el que se muestran todos los tipos diferentes
de células somaticas que se podrian de hecho
reprogramar a un estado similar al de una célula
troncal embrionaria usando diferentes factores de
transcripcion. Como una de las areas de mayor
interés para mi tiene que ver con la sangre de
corddn umbilical y su biologia, inmunologia 'y
trasplante, me interesé mucho en todo este
concepto de generacion de células IPS y sangre de
corddn umbilical. Ahora los primeros tres articulos
gue se ven provienen de otros grupos y estan
incluidos. Los primeros dos aparecieron en Cell
Stem Cell y hubo otro en Blood, hubo otros desde
entonces, y después nuestro propio articulo que se
publicé en 2011 en Blood, que mostré que podemos
generar células IPS a partir de células CD34
provenientes de sangre de cordén umbilical
descongelada después de 20 afios de estar
congelada en estado criopreservado.

Induced Pluripotent Stem Celis (IPS cells)
Reviewed: Yamanaka, 5. Cell 137:13-17, 2008

The Promise of iIPS Cells in Reseasch and Therapy
DA, Robinton and G.O. Daley, Mature 431:285-305, 2012

iP5 Cells Generated From Numerous Somatic Cell Types
Maharali, M., and Hochediingar, K. Cell Stem Coll 3:595-805, 2008

iP5 Calis Generated from Cord Blood (CB)
1) Haate, ol al Cell Sterm Col 5:434-441, 2009
[endothesial cells derived/generated from human CB]

2) Giorgetti, A, ot al Cell Stem Cell 5:353-357, 2009
[CD133+ CB; used CB frozen 5 years]

3) Yo, Z, ot al Blood 114:5473-5480, 2009
|CO34+ C8; used CB frozen up 1o B years]

4) Broxmeyer, HE ., et al Blood 11T4773-4777, 2011
[generation of IPS cells after 23.5 years of cryopreservation]
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Acé se muestra aproximadamente la metodologia
gue usamos en ese articulo en el que teniamos un
vector lentiviral que expresaba Oct4 y Sox2 con una
proteina fluorescente verde, o GFP, como marcador,
y otro vector lentiviral que permitiria la expresion de
KIf4 y Myc, también con marcador de proteina
fluorescente verde, y al poner esas células en las
células CD34-positivas de sangre de cordon
umbilical se demostré que, con el tiempo, se pueden
producir células madres pluripotentes inducidas.
Ahora bien, a la derecha hay un grupo completo de
paneles que muestran que efectivamente
reprogramamos estas células. Asi que si miran bajo
B y bajo FCB-IPS arriba a la izquierda, pueden ver
qué aspecto tienen esas colonias y se puede
mostrar que estas colonias ahora estan expresando
Oct4, NANOG y TRA-1-81 endogénicamente y
después se ve que se tifien para fosfatasa alcalina,
que también es un marcador de una célula primitiva
y luego mediante inmunofluorescencia también que
expresan TRA-1-60 y SSEA4 y luego
combinaciones, y que podemos tomar estas células
que fueron generadas en cultivo y ponerlas en un
lugar inmunocomprometido en raton y hacer que se
forme un teratoma y pueden ver una imagen del
teratoma y después se pueden ver en los tres
paneles a la derecha del teratoma que muestran que
mediante histoquimica se pueden lograr células que
son de epitelio secretor, fibras musculares y de
epitelio intestinal, lo que demuestra que
efectivamente se pudo reprogramar las células de
sangre umbilical CD34-positivas a un estado similar
al de una célula troncal embrionaria. Ahora siendo
gue esa fue la manera en que ocurrio
completamente, resulta que no todas estas células
estan completamente reprogramadas.
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Y este articulo que salié de mi laboratorio saldra
pronto publicado en Stem Cells donde mostramos
gue si se enlaza la regulacion epigenética de
NANOG, un factor de transcripcién, mediante una
combinacion del complejo microARN 302 y MBD2,
de hecho se pueden tomar estas células
parcialmente reprogramadas e inducirlas a un
estado completamente reprogramado.

Brief report
¢ )

I genitor cells, on of induced pluripotent stem cells,
and isolation of endothelial progenitors from 21- to 23.5-year cryopreserved cord
blood

Hal E. Broxmayer, Man-yul Lee. ! Giss Hangoe.' Scotl Cooper.' Nutan Prasain.? Young-June Kim! Colsen Mateft?
Yodar
) g

Oct4-Sox2-GFP KIf4-Mye-GFP

e

Induced Pluripotent Stem Cells
(iPSCs)

Epigenic Regulation of Nanog by MiR302 Cluster-mBD2
Completes Induced Pluripotent Stem Cell
Reprogramming

Man Ryul Lee, Nutain Prasain, Hee-Don Chae,
Young-June Kim, Charlie Mantel, Mervin C. Yoder,

and Hal E. Broxmeyer

Stem Cells, 2013
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Asi que tenemos un ejemplo de esto y de cémo se
hace cuando se ponen los genes con estos distintos
factores de transcripcion exégenamente, estas
células comienzan a reprogramarse a un estado
anterior. Pero lo que se quiere es eventualmente
poder perder los genes que se insertaron, lo que se
puede saber porque esos genes también tienen un
marcador, que es proteina fluorescente verde, y
luego encontrar un tipo de colonia que exprese
enddégenamente en vez de exdgenamente estos
distintos factores de transcripcion. Asi que se
pueden ver en el panel de arriba a la izquierda, y
después en el panel de arriba a la derecha se puede
ver donde esté el triangulo. Hay una colonia que
expresa la proteina fluorescente verde, lo que
significa que todavia hay expresion del gen
agregado exodgenamente. Y en la parte inferior, la
colonia que esté junto a la flecha, no esta
expresando la proteina fluorescente verde, lo que
significa que en esa colonia el gen exdgeno ahora
esta inactivado. En la parte inferior a la izquierda, se
puede ver el panel superior, que habiamos mostrado
que todavia tenia la proteina fluorescente verde y
todavia expresaba exdégenamente el marcador verde
no estaba completamente programado, pero el de la
parte inferior si, porque el de la parte inferior
expresa TRA1-60, que es un marcador de una célula
troncal embrionaria mas reprogramada. Ese rojo no
aparece en la parte superior donde en vez de la
flecha, hay un triAngulo. Y después abajo a la
derecha, si las superponemos, se puede ver abajo
gue el estado similar a la una célula troncal
embrionaria pluripotente inducida es bastante
cercano a una reprogramacion completa, y el de
arriba no.
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Es muy facil separar mecanicamente ambas células
mediante microscopio inmunofluorescente para
poder sacar las células que estan rojas, las colonias
gue estan rojas y esas supuestamente serian las
células completamente programadas y las de la
derecha, en la parte de arriba, son las células
parcialmente reprogramadas, y entonces se pueden
separar mecanicamente.

Distinct colony types are formed during iPS generation with
Yamanaka's factors; iPS (Tra1-60+/GFP-) and partially
reprogrammed iPS (Tra1-60-/GFP+)

Live CellImage : iPS Colonies/G

Tra1-60
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Mechanical separation and transfer of fully reprogrammed
(Tra-1-60+/GFP-) from partially reprogrammed (Tra-1-60-
IGFP+) cells using fluorescence microscope

IPS eatany = Trat-60v Patiaily reprogrammed
GFP+ % Tral60, GEPe

Mechanical Separation of
Tra1-60+ and GFP+
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Entonces se pueden hacer perfiles de expresion
génica del ARN mensajero para ver si esas células
que creemos que estan completamente
programadas, porque como pueden ver bajo la
expresion enddgena del gen hay distintos factores
de transcripcion de células completamente
programadas que expresan Oct4, Sox2, Klf4 y, en
mucha menor medida, las células parcialmente
programadas. Y si miramos la expresion de los
genes exogenos, se puede ver a la derecha que los
genes exdgenos todavia son expresados pero las
células completamente reprogramadas expresan
poco o nada los genes agregados exdégenamente.
De modo que, efectivamente, hemos podido
diferenciar esas células madres pluripotentes
inducidas completamente reprogramadas de las
parcialmente reprogramadas.
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De hecho, como se muestra aqui, se pueden tomar
esas células parcialmente reprogramadas y
ponerles, mediante un vector lentiviral, el gen 302
microARN y hacer que se vuelvan completamente
reprogramadas. Esto se muestra en los paneles
superiores donde estas células entonces pueden
programarse completamente y se puede hacer que
se diferencien y pueden diferenciarse y generar
células que expresan nestina, las células Tujl arriba
a la izquierda, segundo panel, a células que
expresan alfa-SMA, a células que expresan PECAM
y a células que expresan AFP y no se ve ninguna
expresion de la proteina fluorescente verde, lo que
significa que estas células han sido completamente
reprogramadas y entonces son capaces de
diferenciarse y se pueden tomar esas células
completamente reprogramadas y formar teratomas a
partir de ellas y abajo se muestra que, mediante
histologia, se puede observar epitelio secretor,
cartilago y células de conducto respiratorio.

Completely and partially reprogrammed iPS cells
differ in hES-associated gene expression profile

Exopenous

& &
& =
&

L2

Reprogrammed ccll

GFP-TRA1-60+ Fully reprogrammed cell
GFP+TRAL-E0- : Partially reprogrammed cell
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Partially reprogrammed iPS cells gain
pluripotency by ectopic expression of miR-302
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¢Pero dénde encajan estas células madres
embrionarias y todas estas células sobre las que se
esté investigando y hablando en relacién con la
medicina regenerativa y las células madres
pluripotentes inducidas, en la realidad de la
aplicabilidad terapéutica? Hace unos afios escribi un
articulo que se public6 en Cell Stem Cell bajo el
titulo ‘¢ Mejoraran las células madres pluripotentes
inducidas la aplicabilidad terapéutica de las células y
del almacenamiento de sangre de cordon
umbilical?’. Y estos son los puntos que se trataron
en ese articulo. Todavia hay muchas incognitas con
respecto al potencial realista de las células IPS asi
como de otras células que se estan considerando
para usar en medicina regenerativa. Ahora sabemos
mas que cuando se publico este articulo pero
todavia hay muchas incégnitas. El segundo punto es
gue todavia falta determinar el potencial clinico de
seguridad de estas células y su progenie
diferenciada ademas de, por ejemplo, si la sangre de
corddn umbilical puede demostrar ser una fuente
preferible de material inicial para la generaciéon de
células IPS y hay ciertos datos que indican que
podria serlo porque son células mas inmaduras y
simplemente parece haber una mayor eficiencia
para la generacion de estas células IPS en la sangre
de corddén umbilical que, digamos, de una célula
mas madura como un fibroblasto cutaneo. Y luego,
el tercero es que la generacién de células madres
hematopoyéticas, de las cuales las que mas me
interesan son las IPS, independientemente de la
poblacién en estudio, podrian no ser lo
suficientemente eficientes para justificar una
generacion a partir de células IPS para utilidad
clinica. Y también esté la posibilidad de que las
células IPS nunca estén listas para un uso estelar en
la clinica. Como soy optimista, quisiera creer que
esto sucederd en el futuro, pero no creo que
estemos en esa etapa o siquiera cerca de la etapa
de usar estas células en medicina regenerativa
auténtica, si bien sin duda espero que esto sea una
posibilidad en el futuro.

Forum

Will iPS Cells Enhance Therapeutic Applicability of Cord Blood Cells
and Banking
Hal E. Broxmeyer, PhD
Cell Stem Cell 6:21-24, 2010

+ Many unknowns remain regarding the realistic potential of iPS and other cell
types for regenerative medicine.

» The clinical potential and safety of these cells and their differentiated
offspring have yet to be determined let alone whether CB may turn out to be
a preferable source of starting ial for iPS cell ger i

« Generation of hematopoletic stem cells from iPS cell regardless of the
starting cell population, may not be efficient enough to warrant their
generation from iPS cells for clinical utility,

* It is possible that iP5 cells may never be ready for "prime-time"” clinical use.
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Y ahora, pasando al tema de una célula troncal mas
histoespecifica, tenemos una poblacion de células
madres llamadas células madres mesenquimatosas.
Algunas personas no las llaman células madres. Las
llaman células estromales asi que las pueden llamar
células madres mesenquimatosas/estromales. Y
estas células, que se podrian aislar de la médula
Osea y otras fuentes tisulares, tienen la capacidad
de producir mas de ellas mismas pero también
pueden generar distintos linajes como condrocitos,
adipocitos, células ostedgenas y otras células
estromales.

Mesenchymal Stem Cells (MSC)

Dennis and Charbord 2002, 20:205-214

BE 28 THE MATCH
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Estas células mesenquimatosas poseen ciertas
caracteristicas. Como he dicho, se pueden encontrar
en médula ésea adulta, en higado fetal, en sangre
de corddn umbilical o en epitelio umbilical y pueden
distinguirse de otros tipos de células por los
componentes de la superficie celular y sus niveles
de expresion. Asi, por ejemplo, las células
hematopoyéticas primitivas expresan el marcador
CD34; estas células son CD34-negativas; o las
células sanguineas expresan el antigeno leucocitario
comun, CD45, y estas células no expresan CD45 ni
tampoco expresan otro marcador hematopoyeético,
CD14. Si expresan CD166, 105, 44, 29, 73y 90. Se
pueden expandir a partir de una sola célula in vivo.
Es muy raro encontrarlas in vivo, pero se espera que
su aislamiento y su expansibilidad se pueda usar en
medicina regenerativa y, de hecho, ya hay gente
trabajando en eso. Lo mas importante es que,
cuando se expanden estas células, como con otras
células, es importante saber si tenemos una
expresion estable del genotipo y que no estemos
teniendo una expresién maligna del genotipo. Y esto
se torna sumamente importante, especialmente si se
quiere usar alguna como estas células después del
tratamiento ex vivo para una utilizacion clinica real.

Common properties of MSC

Stromal precursors in adult bone marrow and fetal liver
CD34-, CD45-, CD14-

CD166+, CD105+, CD44+, CD29+, CD73+, CD90+
Single clones retain pluripotentiality — e
+ Rare in vivo — Expandable in vitro
+ Stable genotype A e

T

Friedenstein et al. Transplant 1968, 6, 230
Prockop etal. Science 1987, 276, 71
Pittenger el al. Sclence 1000; 284, 143
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Bruder et al. J Cell Biol 1937, 64, T8
Haynesworth et al. Bone 1992; 13, 69
Hayneswaorth et al. Bone 1892; 13, 81
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De modo que uno puede tomar estas células y luego
pasarlas a otra placa como se ve en el panel de la
derecha. De hecho, algunas de estas células se
encuentran en ensayos clinicos en este momento,
especialmente células generadas a partir de células
de médula dsea.

Ex vivo expansion and harvest of
MSC for research and clinical use

a i 3 &£
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Asi que ahora quisiera concentrarme en la
hematopoyesis y darles una idea de las distintas
caracterizaciones de las células madres y
progenitoras hematopoyéticas y también de los
diferentes ensayos usados para detectarlas y qué se
puede hacer con estos ensayos que pueda llevarlos
a la utilidad clinica. Hay tres fuentes diferentes de
células madres hematopoyéticas que se han usado
por su eficacia clinica: Médula ésea, y E. Donnall
Thomas, que fallecid recientemente, gandé el Premio
Novel a comienzos de la década de 1990 por su
trabajo en el trasplante de médula ésea, y no se
necesitan todas las células que estan en la médula
0sea, sino que las células madres hematopoyéticas
y posiblemente las células progenitoras son las mas
importantes. Asi que quiza mas del 99% de las
células de la médula ésea realmente no son células
madres y, por lo tanto, no sirven para la repoblacion.
Asi que no son las células de médula 6sea en si las
que son necesarias para el trasplante, sino las
células madres hematopoyéticas en esa médula
Osea. Estas células también se encuentran en la
sangre, pero estan presentes con una frecuencia
muy baja y entonces hay que usar distintos medios
movilizadores para extraer estas células de la
médula 6sea hacia la sangre, desde donde pueden
entonces extraerse por aféresis y luego usarse para
el trasplante autélogo o alogénico de células
madres. Y la tercera poblacion proviene de la sangre
de corddn umbilical y llegaremos a eso hacia el final
de esta presentacion. Asi que si miramos la
jerarquia de las primeras etapas de la
hematopoyesis, comenzamos con las células
madres hematopoyéticas pluripotentes. Esto se
puede analizar en el ratén y veremos esto dentro de
poco. También se puede analizar en las células
humanas pero, para hacerlo, hay que usar un
ensayo de raton. Asi que se puede usar el analisis
de repoblacion celular competitiva murina, de ratén,
o0 MU. En humanos, se puede usar el analisis de
repoblacién celular competitiva SCID humano, o HU.
También hay ensayos para las madres o
progenitoras linfoides, pero no estan tan bien
definidos como la serie més mieloide, incluidos los
grupos granulocitos, macréfagos, eritroides y
plaguetas. Asi que tenemos células madres
mieloides destinadas al ensayo que se pueden
analizar mediante varios ensayos in vitro distintos.
Las células humanas y murinas se pueden estudiar
a través de lo que se llama un ensayo de célula
iniciadora de cultivo a largo plazo, el ensayo LTC-IC.
Pueden ver formaciones de colonias por las células
que dan origen a colonias muy, muy grandes. Las
llamamos células formadoras de colonias
potenciales altamente proliferativas. También hay
otro tipo celular, la célula S, que inicialmente se

Early Stages of Hematopoiesis

mufhu LTC-AC
mufhu HPP.CFC
mufhu $-Cell
mu CRC muihu cobblestone GFG
hugRe  muCFUS CFU-GEMM

Lymphoid
StemProgenior Cels
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creyd que identificaba una célula troncal pluripotente
muy primitiva, si bien eso no esta claro ahora. Y
luego hay otros ensayos que se pueden usar, pero
no esta claro y ni siquiera probado que alguno de
estos ensayos de verdad detecte una célula troncal
hematopoyética autorrenovadora que pueda poblar
la médula a largo plazo, y se pueden usar ensayos
de colonias para obtener una célula progenitora
multipotencial y definimos esto como una unidad
formadora de colonias o CFU-GEMM, y es una
célula que da origen a una colonia que contiene
granulocitos, células eritroides, macréfagos y
también, a veces, megacariocitos. Y estas células se
pueden entonces diferenciar en otras poblaciones
celulares que son mas maduras pero que contindan
siendo células progenitoras, lo que significa que
pueden dar origen a otras poblaciones celulares de
una manera mas restringida y que tienen una
capacidad limitada o nula de autorrenovarse, y esa
es la unidad formadora de colonias de
granulocitos/macréfagos, la unidad formadora de
brotes eritroides y la unidad formadora de brotes o
unidad formadora de colonias de megacariocitos; en
la parte superior las progenitoras de
granulocitos/megacariocitos; en el medio, las células
progenitoras eritroides, y abajo, las células
progenitoras de megacariocitos. Y también hay
ensayos que permiten determinar la célula
progenitora de granulocitos, esto es a la derecha,
CFU-G; la célula progenitora de macréfagos, CFU-
M; y también hay un ensayo para una célula
progenitora de eosindfilos.

Early Stages of Hematopoiesis
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Si se quiere probar que de hecho tenemos una
célula troncal hematopoyética de ratén y determinar
los efectos de distintos procedimientos en esa
célula, ya sea para expandirla ex vivo o para probar
su capacidad de responder al estrés, tenemos un
ensayo funcional que requiere introducir las células
donadas de médula 6sea de un ratén en un raton
primario irradiado letalmente. Esencialmente, lo que
se hace es tratar de ver si después de la irradiacion
letal en la que se matan practicamente todas las
células madres hematopoyéticas que harian que ese
animal muera, se pueden introducir esas células de
médula 6sea, o0 de donde sea que se obtengan las
células del ratén, y si tenemos suficientes de esas
células del tipo correcto, podremos salvar la vida del
animal irradiado letalmente. Ahora, se pueden
introducir las células donadas solas, o0 se pueden
poner las células donadas con células competidoras
y entonces tendremos un ensayo de repoblacion
competitiva y eso lo explicaré en méas detalle méas
adelante. Pero entonces se puede estudiar el
analisis con los tiempos después de que prende
para la repoblaciéon del ratén irradiado con las
células de médula 6sea de los animales donantes y
entonces se dejan estar de uno a seis meses 0 mas.
Pero se pueden tomar las células del animal
trasplantado primario y ponerlas en un animal de
repoblacién secundario. En este caso, ahora
tenemos un ratén secundario, irradiado letalmente, y
se introducen las células de médula 6sea
provenientes del raton sobreviviente que habia sido
repoblado con las células donadas y entonces se
estudia cdmo prenden a corto y a largo plazo.

Assays for Mouse Hematopoietic Stem Cells Using
CD45 Congenic Mouse Donor Cells and Recipients

I Competitive Repopulating (Primary Mice)

1n Mouse Donor Cells Analyze Engraftment
(1-6 months)

+
Competitor Cells
Luthai

irradiation =

Secondary Repopulating (Non-Competitive)

2° Mouse Donor Cells from Analyze Engraftment
\ 10 Mice {1-6 months)
Lethal
irradiation |:|l = [ e 5 o e,
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¢Asi que cémo se diferencian las células donadas
introducidas de las células del receptor de las
células competidoras? Esto se hace mediante un
ensayo congénico en el que tenemos ratones que
tienen un cierto tipo del antigeno leucocitario comun,
CD45, y con anticuerpos especificos se puede
distinguir si este animal tiene células que expresan
en su superficie CD45.2, que se encuentra en los
ratones C57BI/6. Se pueden usar células
competidoras, por ejemplo, CD45.1-positivas, como
las que se obtienen de ratones B6. Boy J y entonces
se pueden tomar otros ratones que son hibridos de
F1y que expresan tanto CD45.2 como CD45.1.
Usando el anticuerpo especifico para 45.1y 45.2,
podemos distinguir si, por ejemplo, la repoblacion
que estamos viendo proviene de las células donadas
arriba a la izquierda, de las células competidoras
arriba a la derecha, y entonces después vemos si
tenemos células corporales de repoblacién
enddgena provenientes de los receptores irradiados
letalmente, y esto a veces sucede y este es el tipo
de ensayo que se usa para determinar la capacidad
y entonces introducirlas en animales secundarios.
¢Hay una célula troncal hematopoyética
disfuncional? ¢ Puede esta célula autorrenovarse? Y
la autorrenovacién se determina por la capacidad de
repoblar animales secundarios irradiados.

Mouse HSC Assay
+-

CD45.2* CD45.1*
(C57BI/G mice) (B6.Boy mice)

e

I Recipients (lethally irradiated)

CD45.2+/45.1+F1

This allows one to distinguish donor cells from competitor cells from recipient cells.
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La situaciéon en humanos es un poco diferente y mas
dificil porque se pueden usar muchos ratones como
receptores de células murinas, pero no vamos a
armar un ensayo con células humanas que se
inyectan en seres humanos irradiados letalmente. Y
entonces hay ensayos que nos permiten detectar lo
gue creemos que es una célula troncal
hematopoyética humana y esto lo hacemos tomando
células humanas, por ejemplo células CD34-
positivas aisladas de médula 6sea o sangre
umbilical humanas, inyectandolas en un animal que
tiene una inmunodeficiencia. Por ejemplo, del
genotipo NOD/SCID, que significa genotipo no
obeso diabético y también inmunodeficiencia
combinada grave. Y entonces ponemos estas
células en estos animales y un tiempo después
analizamos para detectar células humanas
buscando CD45 humano en vez de CD45 murino
porque hay anticuerpos que distinguen el CD45
humano del CD45 murino. Y ahora tenemos varios
animales NOD/SCID de segunda generacion y
ulteriores que aceptan mejor las células humanas y
estamos aprendiendo una tremenda cantidad de
informacién sobre la modulacion y la presencia de
células humanas que tienen la capacidad
repobladora de SCID o la capacidad repobladora de
las células madres. Y uno de estos de siguiente
generacion son los ratones NOD/SCID
genosuprimidos para la cadena gamma del receptor
de IL-2 o de genotipo nulo. Y, como dije, estos
parecen ser mejores receptores para que prendan
las células humanas.

(
L

A, LG
e ) :
) 3

Vs

NOD/SCID Assay for
Human Stem Cell Function

Transplant purified
CD34+ cells (=90%
pure) into sub-
lethally irradiated
animals by tail-vein
injection

=

* Second and later generation non obese diabetic (NOD) mice

with severe combined immunodeficiencies (SCID) [e.q.
NODISCID IL-2 Receptor Gamma chain null] ane better

recipients for engrafiment of human cells
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Weeks to months
after transplant,
isolate bone marrow
and/or blood and
use flow cytometry
(human CD45)
and/or molecular
analysis to
determing level of
human cell
engraftment
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Agui vemos imagenes de un animal NOD/SCID, de
primera generacion, que ha sido repoblado por
células humanas morfol6gicamente identificables en
el ratdn, y a la derecha, mediante
inmunohistoquimica que detecta células CD45-
positivas humanas en la médula de estos ratones.
Las células humanas no pueden salvar la vida del
animal irradiado letalmente, que es uno de los
criterios clave para definir una célula troncal
hematopoyética de ratén. Asi que, de hecho, si bien
se da una dosis letal de radiacion a los ratones para
hacer un trasplante de médula ésea murina en
ratones irradiados letalmente, hay que dar una dosis
subletal de irradiacion a estos animales NOD/SCID o
NOD/SCID de segunda generacion, por ejemplo 300
rads, en vez de 1000 rads de radiacion. Debido a
gue las células humanas no salvaran la vida del
animal NOD/SCID irradiado letalmente, hay que
asegurarse de que ese animal NOD/SCID
sobrevivird, pero todavia tendra el medio que nutre
las células humanas para que puedan prosperar,
reproducirse y diferenciarse en distintos tipos de
células sanguineas maduras.

Human Cell Engraftment of NOD/SCID Mice

rphology SCID Mice

) VOL. B9 HAY 1, 1994
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Aqui se ve que en el raton se pueden detectar
células humanas que estan proliferando usando
K167 como marcador de células humanas que estan
proliferando en el medio de un animal NOD/SCID
que fue irradiado subletalmente. Asi que esos son
ensayos para las células madres hematopoyéticas
humanas y de raton; hay ensayos de colonias para
las células progenitoras hematopoyéticas que son
las siguientes en la linea de las células madres y
una forma mas madura.

Ki-67+ Human Proliferating Cells in
NOD/SCID Mice

38
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Asi que he listado algunas caracteristicas que se
pueden examinar. Por ejemplo, en el punto de arriba
dice que si se estimulan células de médula 6sea,
sangre de corddn umbilical, sangre periférica
movilizada, en un ensayo de colonias in vitro con
una combinacion de factores de crecimiento, se
obtiene un subgrupo mas inmaduro de esa célula
progenitora y la colonia es mas grande. Y esas
colonias derivan de una célula que es mas inmadura
gue las colonias que se obtienen estimulandolas
solo con una Unica citocina. Asi que, por ejemplo, si
estimulamos una colonia con factor estimulador de
colonias de granulocitos/macréfagos, o GMCSF, que
es la abreviatura, obtenemos colonias que contienen
granulocitos y macréfagos. Si solo agregamos
eritropoyetina, obtenemos colonias de células
eritroides, pero son mas pequefias. Pero si
agregamos a esas citocinas unicas una combinacion
de otras citocinas, incluidas las muy potentes
citocinas coestimuladoras, como factor de célula
troncal o ligando de FIt3, obtenemos colonias mas
grandes que vienen de un subgrupo anterior. Asi
que podemos definir un subgrupo inmaduro de uno
maduro solo por las citocinas que agregamos.
También se pueden obtener estas colonias y se
forman y las sacamos como una colonia individual,
hacemos una subsuspension en una sola capa, las
ponemos en una placa secundaria y estudiamos la
capacidad de esas colonias individuales de poder
pasarse a otra placa, lo que también nos da un
calculo estimativo muy aproximado, si bien de
manera limitada, de la capacidad potencial de
autorrenovacion de las células que forman las
progenitoras o las células formadoras de colonias
que dan origen a la colonia.

Assays used to assess functional HPC

Colony Assays for

+ Immature subsets of HPC (HPP-CFC, CFU-GM, BFU-E, CFU-GEMM,

CFU/BFU-Megakaryocyte (Meg)) responsive to stimulation in vitro by
combinations of growth factors

*  Mature subsels of HPC (CFU-GM, CFU-G, CFU-M, BFU-E) responsiveness to

stimulation by single cytokines

« Self renewal of immature subsets of HPC. Replating of single colonies derived

from immature subsets of CFU-GEMM and CFU-GM/M into secondary dishes
with resultant secondary colonies allows one to determine the number of
secondary plates with at least one colony, and the number of secondary colonies
per replated single colony. This assay has been used to estimate the limited
seli-renewal capacity of HPC.

E BE 38 THE MATCH
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Asi que estos son ejemplos del aspecto que tienen
las colonias. Este caso en particular muestra una
Unica célula que se coloco6 en una placa en un medio
con multiples citocinas. Esta célula provino de
sangre de cordén umbilical. Fue aislada en una
poblacion que tenia expresion muy alta de CD34
determinado por el antigeno y pueden ver las
colonias muy grandes que formé que contenian
decenas o centenas de miles de células tras 14 a 21
dias en cultivo. Los cuatro paneles basicamente
muestran cuatro aumentos distintos de estas
colonias sumamente grandes.

Diapositiva 41

Aqui vemos colonias provenientes de células no
separadas de sangre de cordén umbilical que
habian estado congeladas durante 21 a 23 afios y Y2
en estado criopreservado, y las células se
descongelaron, lavaron y colocaron en placas en
una combinacion de varios factores de crecimiento.
Arriba a la izquierda pueden ver una colonia que
contiene células eritroides y también
granulocitos/macréfagos, a veces megacariocitos.
Esa colonia debe haber provenido de una
progenitora multipotencial, o CFU-GAEM o0 GEMM.
En el panel de arriba a la derecha vemos, abajo a la
izquierda, una colonia multipotencial y, arriba a la
derecha, una colonia de granulocitos/macrofagos. El
panel de abajo a la izquierda muestra un tipo de
colonia de granulocitos/macréfagos muy proliferativa
y, abajo a la derecha, se ve una colonia
multipotencial muy grande generada a partir de una
progenitora multipotencial o CFU-GEMM.

High Proliferative Potential Colony Forming Cell (HPP-
CFC) Derived Colonies (Human Cord Blood)

Representative of Colonies Grown from Defrosted 21 to 23.5
year Cryopreserved Cord Blood Cells
(cells stimulated with Epo, SCF, IL-3, GM-CSF)

Sittes Be $§ THE MaTCH
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Y esos son los ensayos funcionales. Es muy
importante entender que no solo se pueden detectar
estas células por su funcionalidad, sino que también
se pueden detectar por el fenotipo que tienen, por la
expresion de diferentes proteinas en la superficie
celular, lo que nos permite aislar las células. Esta es
una expresion fenotipica de las células madres
hematopoyéticas a progenitoras multipotentes a
progenitoras linfoides comunes, progenitoras
mieloides comunes y después a células, las MEP,
progenitoras mieloides y linfoides, GMP,
progenitoras granulociticas/macrofagicas, y las
diferentes células que forman. A la izquierda de
estas células se muestra el fenotipo de estas
células, segun lo que se sabia en 2008, en un
articulo de revision que se publicé en Blood. Con
cada célula, tenemos el de arriba, que es el fenotipo
de la célula murina, y el de abajo que es el fenotipo
de la célula humana. Nuevamente, esto es lo que
sabiamos de estas células aproximadamente en
2008 y gran parte de ello todavia se considera
cierto, aunque ha habido algunas modificaciones
que han contribuido a definir mejor los distintos tipos
de células. Es sumamente importante entender que
un fenotipo es un buen marcador pero el fenotipo no
siempre recapitula la funcién, especialmente bajo
condiciones de estrés y cuando las células se sacan
del cuerpo y se cultivan ex vivo. Asi que cuando
buscamos un fenotipo, es realmente importante
entender que hay que comprobar que la célula que
dijimos que es una célula troncal hematopoyética o
una progenitora mieloide comun o una progenitora
linfoide comun, que realmente sea esa célula.
Porque incluso cuando se aislan células con estos
fenotipos, no siempre nos dan los resultados
funcionales que creemos que deberiamos obtener.

Hematopoietic Hierarchy
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Weissman, 1. L. et al. Blood 2008;112:3543-3553
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Un articulo de continuacion que se publicé en Cell
Stem Cell utiliz6 otras caracterizaciones fenotipicas
para identificar una célula troncal repobladora a
largo plazo o LT, la llamada LTR-SC, que vemos
arriba, luego definieron una célula que llamaron
célula troncal repobladora a plazo intermedio o IT,
que solo prende en animales irradiados letalmente
durante 6 a 8 meses, en comparacion con la célula a
largo plazo que puede repoblar animales irradiados
durante mas de un afio, y luego las células que
tenian el fenotipo de una célula repobladora a corto
plazo. Asi que se pueden obtener estas células de
animales irradiados letalmente un mes después del
trasplante o menos, pero no mucho después de eso.
De modo que entonces tenemos los fenotipos de
estas células y nuevamente la Unica prueba que
tenemos es si efectivamente podemos demostrar
gue ese fenotipo nos da ese tipo de célula,
especialmente cuando las células han sido
manipuladas y/o cultivadas por mucho tiempo.

Separation of Long-Term (LT-RSC), Intermediate-Term
(IT-RSC), and Short-Term (ST-RSC) repopulating
Mouse Hematopoietic Stem Cells*

LT-RSC (allow multilineage stable engraftment
of irradiated mice for more than a year)
CD34'irea, SKL, FIt3/FIk2-, Rhodamine123(Rho) ',
CD150*, CD49b(a-integrin)'®

IT-RSC (Engrafts mice from 6-8 months)
CD34'°"9 SKL, FIt3/FIk2", Rho°, CD150°, CD48b"

ST-RSC (Engrafts about 1 month or less)
CD34" FIt3/FIk2*, Rho"

* Benveniste et al Cell Stem Cell 6:48-58, 2010

(and references cited within)
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Mas recientemente, se publicé un articulo en 2011
en Science que mostré que se puede tomar una
Unica célula de sangre de cordén umbilical humano
de un fenotipo definido, un poco mas definido que en
los dos articulos que acabamos de ver en las
diapositivas anteriores, y que una Unica célula
entonces puede mostrar prendimiento en un animal
NOD/SCID. En este momento, esta es
probablemente la mejor definicion de una célula
troncal hematopoyética humana pero nuevamente,
solo porque esto funciona bajo una situacion normal
no significa que ese fenotipo necesariamente se va
a mantener bajo condiciones de estrés o
manipulacion, o incluso la condicion de una célula
gue podria tener un fenotipo maligno, como una
célula troncal cancerosa o una célula iniciadora de
cancer.

Isolation of Single Human Hematopoietic Stem Cells
Capable of Long-Term Multilineage Engraftment

Faiyaz Notta, Sergei Doulatov, Elisa Laurenti, Armando
Poeppl, Igor Jurisica, John E. Dick

Science 333:218-221, 2011
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¢Entonces dénde encaja todo esto y qué pasa en
realidad? De hecho, originalmente usamos algunos
de estos ensayos para mostrar que, efectivamente,
la sangre de cordén umbilical contiene células que
creiamos que serian trasplantables y de hecho el
primer articulo basado en un estudio de laboratorio
gue llevé al primer trasplante clinico se publicé en
Proceedings of the National Academy of Science
donde mostramos que creiamos que habia células
madres y progenitoras hematopoyéticas
trasplantables en una sola unidad de sangre de
cordon umbilical. Y nos basamos en los elevados
nameros y alta calidad de las células progenitoras,
en comparacion con las que habia en la médula
Osea, y que podiamos criopreservarlas y obtener
una recuperacion muy eficiente, como mencioné
anteriormente, hemos tenido células en el
congelador durante mas de 23 afios y %2y, sin
embargo, podemos sacarlas y usarlas. Podemos

entonces mostrar una recuperacion muy eficiente de

estas células progenitoras y mostrar que estas
células se pueden activar en un animal NOD/SCID
irradiado subletalmente de segunda generacion,
pero eso sucedié después porque obviamente esos
ensayos no existian en 1984-1988 cuando se hizo
gran parte de este trabajo. Pero fue este trabajo el
gue llevé al primer trasplante realizado por Eliane
Gluckman en el Hopital Saint-Louis en Paris, donde
demostrd con nuestra ayuda que se podia usar la
sangre del cordon umbilical de un hermano HLA
compatible para trasplantarla y salvarle la vida a un
niflo de 6 afios con anemia de Fanconi.

Y ese trasplante, que se realiz6 en octubre de
1988, tuvo éxito y el receptor del trasplante todavia
sigue vivo y bien, y esta curado de todas las
manifestaciones hematoldgicas de la anemia de
Fanconi. Es interesante que cuando publicamos
nuestro articulo por primera vez en Proceedings of
the National Academy of Science, hubo una serie
de editoriales, y uno de ellos, que fue publicado en
Nature, sugirié que estabamos locos, que iba a ser
un “Desastre destinado al fracaso”, y de hecho
todos sabemos que va a haber algo de
autocontaminacioén interna y que vamos a terminar
causando una enfermedad del injerto contra el
huésped masiva, el fracaso del injerto y, como
minimo, un regreso de las células leucémicas si
haciamos esto. Y el asunto es que ya habiamos
hecho el estudio en la clinica y sabiamos que
funcionaba y, como les mostraré enseguida, ha
funcionado bastante bien, y luego al poco tiempo
después del articulo “Desastre destinado al
fracaso” salié otro que decia que habia funcionado
y cuyo titulo fue “De la basura al oro”. Una serie de
eventos interesantes.

Background

The field of cord blood transplantation has come a long way since the first cord
blood transplant.
» HLA-matched sibling cord blood transplant for B year old with Fanconi Anemia
(Gluckman, Broxmeyer, et. al. N. Eng. J. Med., 1983)
first cord blood transplant was based on a laboratory study:
Tr lantabile b lic stem and progenitor cells in single collections of
cord biood.
— High numbers and quality of progenitor calls
— Cryoprasarvation with high eficiency recovery of progenitors
= Transportation by over-night miil
(Broxmeyer, el. al. Proc, Nati, Acad. Sci, USA, 1989)
+ Editorials, ete. by others.
— "Disaster-Doom and Gloom®
+  Massive GVHD; Groft Fadure; Loukemic Relapse
— "From Garbage to Gold"
= It works!!
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De modo que, en la actualidad, se han realizado
mas de 30,000 trasplantes de sangre de cordén
umbilical para practicamente todas las
enfermedades, tanto cancerosas como no
cancerosas, que se han tratado con trasplante de
médula 6sea. Y tiene sus pros y sus contras. Pero
antes de hablar de eso, déjenme decirles que el
primer trasplante de sangre de cordén umbilical en
leucemia fue realizado por John Wagner cuando
estaba en Baltimore Johns-Hopkins. Entonces hizo
un informe de registro que incluyé su propio trabajo
y el trabajo de otros donde se mostraban las
caracteristicas del trasplante de célula de cordén
umbilical de hermano HLA-compatible. El primer
trasplante de sangre de corddén umbilical de un
hermano parcialmente HLA-compatible fue realizado
por Joanne Kurtzberg en Duke University usando
células del banco de sangre de cordon umbilical del
New York Blood Center, dirigido por Pablo
Rubinstein, y algunos de los primeros trasplantes de
sangre de corddn umbilical de donante no
emparentado fueron realizados por Joanne
Kurtzberg también usando células que provenian del
banco de sangre de corddon umbilical del New York
Blood Center. La mayoria de los estudios originales
se hicieron en nifios debido al nimero limitado de
células que se obtienen de un espécimen de sangre
de corddén umbilical en comparacién con toda la
médula 6sea que se puede aspirar de una persona.
Esta claro ahora que los trasplantes de sangre de
corddn umbilical se pueden hacer en adultos y este
trabajo ha sido realizado por varias personas, entre
ellas Eliane Gluckman, Joanne Kurtzberg, Mary
Laughlin, Vanderson Rocha y John Wagner, y eso
nos lleva practicamente a la situacion actual.

Background (con't)

Other Early Cord Blood Transplants

+ HLA-matched sibling cord blood transplant for leukemia,

(Wagner, al. al. Blood)

* HLA-malched sibling cord blood transplants

(Wagner, el. al. Lancel)

+ Partial HLA-malched sibling cord blood trangplanis

(Kurtzberg, et. al.)

* Unrelated cord blood - and partially had

(Kurtzberg, el. al,)

= Cord blood transplants in adulis

(Gluckman, Kurlzberg, Laughlin, Rocha, Wagner, elc.)

l
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Como les he dicho se han realizado mas de 30,000
trasplantes de sangre de corddn umbilical para tratar
una gran variedad de enfermedades, tanto
cancerosas como no cancerosas, con células
madres hematopoyéticas. Las ventajas de la sangre
de corddn umbilical es que se puede obtener la
sangre del cordon, se puede criopreservar y luego,
cuando uno la necesita, ahi estd. Porque a veces
una persona no puede esperar para un trasplante.
Sabemos ahora que estas células también causan
menos enfermedad del injerto contra el huésped que
las células de médula ésea, lo que significa que con
la sangre de cordon puede usarse una menor
compatibilidad HLA que con la médula 6sea de un
adulto en casos limitados, de modo que si bien un
trasplante de médula 6sea de donante no
emparentado tiene que ser completamente
compatible o cuando menos no tener mas de un
antigeno HLA no coincidente, con la sangre de
corddn umbilical aparentemente puede haber al
menos uno o dos antigenos HLA no coincidentes y a
veces tres. No es que no ocurra la enfermedad del
injerto contra el huésped, sino que hay un poco de
enfermedad del injerto contra el huésped
dependiendo del grado de la incompatibilidad. Las
desventajas son que, en realidad, no se obtiene
mucha sangre de cordon umbilical. Al recoger la
sangre del cordon umbilical al nacer un bebé quiza
se obtengan entre 50 ml y hasta un poco mas de
200, pero igual es mucho menos de que lo que se
obtiene con la médula ésea, que es la razon por la
cual para adultos, si bien esta claro que si se puede
lograr el prendimiento con una sola unidad de
sangre de corddn, siempre y cuando se tenga un
numero suficiente de células, quienes hacen
trasplante han pasado a utilizar dos unidades.

Esto en realidad probablemente no podria haberse
hecho con médula 6sea pero, debido a la menor
enfermedad del injerto contra el huésped y la
menor reactividad de las células inmunitarias de la
sangre de cordon umbilical, probablemente debido
a su estado virginal, de hecho se pueden mezclar
dos sangres de cordon y administrarlas a un
receptor y si funciona. No es algo perfecto, pero
funciona. Y, de hecho, ahora mismo, hay gente
viendo maneras de manipular las células de sangre
de corddn para expandirlas ex vivo algo que no
habia funcionado muy bien con células humanas
de sangre de corddn o cualquier tipo de células
madres hematopoyéticas humanas, o de tratar las
células para mejorar su capacidad de prender o de
tratar al receptor para que presente un entorno
mas nutritivo para que las células del donante
prendan. Algunos ejemplos podrian ser pretratar
las células con prostaglandina E o pretratar las
células con un inhibidor de una enzima, que es
CD26, que se expresa en la superficie celular, y la
CD26 es una enzima que se llama dipeptidil
peptidasa-4. Asi que somos optimistas y creemos
gue, en el futuro, vamos a poder usar una 0 mas
de estas manipulaciones, quiza para volver al
trasplante de una sola unidad de sangre de corddn
umbilical como dosis, pero eso va a requerir trabajo
y va a requerir informacién més detallada sobre las
células madres y qué es lo que las hace proliferar.

There have now been over 30,000 cord blood transplants
done to treat a wide variety of malignant and non-malignant
disorders with hematopoietic stem cells

Rocha and Broxmeyer. 2009
New Approaches for Improving Engraftment After Cord Blood
Transplantation.
Blood and Bone Marrow Transplantation 16: §126-5132

Broxmeyer, Farag and Rocha. 2013
Cord Blood Transplantation, in Thomas' Hematopoietic Cell Transplantation.
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En ese contexto, les muestro esta Gltima diapositiva,
que es que hay una cantidad de células y tipos de
células dentro de la médula 6sea que consideramos
gue son el micromedio que quiza ayuda a nutrir la
proliferacion, autorrenovacion, diferenciacion y
supervivencia de las células madres
hematopoyéticas y las células progenitoras
hematopoyéticas. Y esta es una imagen que salié en
un articulo de 2006. Ahora sabemos mucho mas,
pero en Ultima instancia lo que tenemos que hacer
es entender como las células del micromedio, por
ejemplo los osteoblastos o las células endoteliales y
mesenguimatosas, y las distintas proteinas que
producen, influyen en la capacidad funcional de las
células madres hematopoyéticas. Una vez que
sepamos esto, deberiamos poder —usando los
distintos ensayos que les he mostrado para las
células madres y progenitoras hematopoyéticas—
comenzar a manipular y modular las células madres
para lograr un mejor prendimiento y una mejor
supervivencia. Espero que esta informacion les sea
de ayuda y que los haga interesarse en la
hematopoyesis, las células madres hematopoyéticas
y las tremendas cosas nuevas que estan ocurriendo,
considerando lo que ya hemos aprendido en tan
poco tiempo, recordando que el primer trasplante de
médula ésea no ocurrid sino hasta finales de la
década del ‘50, que no fue muy util hasta que otros a
fines de la década del ‘60 y del ‘70 comenzaron a
trabajar con la compatibilidad HLA y a entender
mejor como controlar la enfermedad del injerto
contra el huésped y luego a la sangre periférica
movilizada y la sangre de cordén umbilical. Asi que
obviamente hemos avanzado mucho pero hay
mucho que aprender para poder hacer que la
utilidad clinica de estas células sea mas eficaz e
incluso mas terapéutica, en el contexto de lo que
ellas mismas pueden hacer y quiza con otras
células, lo que estas y otras células podrian hacer, si
aprendemos a estimular su diferenciacion en las
células que necesitamos para, por ejemplo, la
medicina de transfusion y la medicina regenerativa.

Gracias.

Knowledge of how HSCs/HPCs interact with their

microenvironment is important to self-renewal and ex-vivo

expansion of HSCs/HPCs

Osteoblast Stem cell

N-cadherin N-cadherin
Jagged1 Notch1
Angiopoietin-1 Tie-2

Osteoponti cnad
VLA-4
VLA-5
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Adams GB, Scadden DT. The hematopoietic stem cell in its place.
Nat Immunol. 2006;7:333-337.
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